


aa ere ee 








Biochemische Zeitschriit 


Unter Mitwirkung von } 


M. Ascoli-Catania, L. Asher-Bern, M. Bergmann-Dresden, G,. Bertrand-Paris, A. Bickel- 
Berlin, F. Blamenthal-Berlin, A. Bonanni- Rom, F. Bottazzi- Neapel, G. Bredig - Karls- 
ruhe i. B., R. Doerr-Basel, A. Durig-Wien, F. Ehrlich-Breslau, H. vy. Euler-Stockholm, 
S. Flexner-New York, J. Forssman-Lund, 8S. Friinkel-Wien, E. Freund- Wien, H. Freund- 
lich - Berlin-Dahlem, E. Friedberger-Greifswald, E. Friedmann-Berlin, E. Fromm - Wien, 
0. Fiirth -Wien, F. Haber - Berlin-Dahlem, M. Hahn- Berlin, H. J. Hamburger - Groningen, 
P. Hari-Budapest, F. Hayduck-Berlin, E. Higglund-Abo, A. Heffter-Berlin, V. Henri- Paris, 
V. Henriques- Kopenhager, R.O. Herzog- Berlin-Dahlem, K. Hess- Berlin-Dahlem,W. Heubner- 
Gottingen, R. Héber-Kiel, M. Jacoby-Beriin, P. Karrer-Zirich, M. Kochmann-Halle a. S., 
F. Landolf-Buenos Aires, L. Langstein-Berlin, E. Laqueur-Amsterdam, 0. Lemmer~ann- 
Berlin, P. A. Levene-New York, L. v. Liebermann-Budapest, J. Loeh-New York, 8. Lu. »we- 
Dorpat, A. Loewy-Davos, H. Lilers-Miinchen, Th. Madsen-Kopenhagen, A. Magnus-Levy- 
Berlin, J.A.Mandel-New York, L. Marchlewski-Krakau, P. Mayer- Karlsbad, J. Meisenheimer- 
Tiibingen, L. Michaelis - Nagoya, H. Molisch- Wien, J. Morgenroth- Berlin, E. Miinzer- 
Prag, H. Marsehh - Diisseldorf, W. Nernst- Berlin, C. v. Noorden- Frankfurt a, M., 
W. Ostwald-Leipzig, J. K. Parnas- Lemberg, Th. Paul-Minchen, W. Pauli- Wien, R. Pfeiffer- 
Breslau, E. P. Pick-Wien, L. Pincussen~- Berlin, J. Pohl-Breslau, Ch. Porcher -Lyon, 
H. Pringsheim-Berlin, P. Rona-Berlin, H. Sachs-Heidelberg, 8S. Salaskin-St, Petersburg, 
T. Sasaki-Tokio, A. Scheunert-Berlin, A. Schlossmann-Disseldorf, E. Schmitz-Breslau, 
S. P. L. Sérensen-Kopenhagen, K. Spiro-Basel, E. H. Starling-London, J. Stoklasa-Prag, 
W. Straub-Minchen, K. Suto- Kanazawa, U. Suzaki-Tokio, H. v. Tappeiner-Minchen, 
K. Thomas - Leipzig, H. Thoms- Berlin, E. Trendelenbarg - Rostock, 0. Warburg - Berlin, 
A. v. Wassermann-Berlin, E. Widmark-Lund, W. Wichowski-Prag, 
A. Wohl-Danzig, J. Wohigemuth-Berlin 








herausgegeben von 


C. Neuberg-Berlin 


Hundertachtunddreibigster Band 





Berlin 
Verlag von Julius Springer 
1923 





} 


eoreometesrretecoren: 


HONE 























Druck von Friedr. Vieweg & Sohn Akt.Ges., Braunschweig. 











Monin go i iOS Sn GS aS 








Inhaltsverzeichnis. 


Ernst Salkowski + 
Hartwig Franzen + 
Murschhauser, Hans. Uber die Anderung der Reaktion beim Uber- 
gang von sekundirem und primirem Alkaliphosphat in Pyro- 
bzw. Metaphosphat. Der Alkalitatsgrad von Boraxlésungen 
Gréer, Fr. v. Diphtherietoxinstudien. I. Uber den Einflu8 der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf das Diphtherietoxin 
— — Diphtherietoxinstudien. II]. Untersuchungen iiber die Toxinbildung 
Rizzatti, Ennio. Untersuchungen iiber die Eiweifs-Cholesterinfraktionen 
der Sera der progressiven Paralytiker im Hinblick auf die Wasser- 
mannreaktion 
Stuber, B. Pankreasstudien. I. Experimentelle Untersuchungen iiber 
die Beeinflussung des Diabetes mellitus durch Pankreasextrakte. 
Von A.R. Krastel 
Geilinger, Hans und Karl Schweizer. Uber das Wesen der Neutral- 
rotreaktion in Bakterienkulturen. I 
— — Uber das Wesen der Neutralrotreaktion in Bakterienkulturen. II 
Bleyer, B. und H. Schmidt. Studien iiber das Verhalten der wichtigsten 
Kohlehydrate (Glucose, Galaktose, Fructose, Mannose, Maltose, 
Lactose, Saccharose) in stark sauer, alkalischer, sulfite und bisulfit- 
haltiger Lésung. II. Mitteilung. Die Mutarotation und Rotation 
der Kohlehydrate unter dem Einflu8 starker Sauren 
Alpern, D. Untersuchungen iiber den Rest-Stickstoffgehalt des Blutes 
bei avitamindsen und hungernden Tauben 
Bloch, Ernst und Fritz Schiff. Uber Rivanolwirkung 
Zelinsky, N. und W. Ssadikow. Uber die Hydrolyse der Eiweifstoffe 
mittels verdiinnter Sauren 
Abelin, J. Beitrige zur Kenntnis der physiologischen Wirkung der 
proteinogenen Amine. VII. Mitteilung. Uber den Einfluf des 
Dijodtyrosins, des Dijodtyramins und des Hordenins auf den 
Gaswechsel 
.— — Uber das Verhalten der wirksamen Schilddriisenstoffe 
tierischen Organismus 
Keeser, E. Adsorption und Arzneimittel-Verteilung im Organismus . 
Glaser, E. und M. Kraus. Uber die Synthyse des Asculins 
Glaser, E. und S. Ueberall. Uber die Synthese des Gluco-protocatechu- 
aldehyds 
Némec, Antonin. Zur Kenntnis der Glycerophosphatase der Pflanzen- 


Utkin-Ljubowzoff, L. . Eine neue titrimetrische nn 
der Ameisensiure 

Haehn, Hugo und Heinrich Schifferdecker. Uber die Mabie: der 
garungsenzymaktivierenden Katalysatoren aus Hefesadften... . 

Suda, G. Kann die avitaminédse Wachstumshemmung durch anorga- 


nische Substanzen kompensiert werden? .........+..-. 2 





Rane ieee a A nee 2 





IV Inhaltsverzeichnis. 


Lipschitz, Werner. Uber Nitroreduktionen durch lebende Gewebe. 
Bemerkungen zu der gleichnamigen Ver6ffentlichung von N. Water- 
ee UE Ei A a a ae ie 

Elias, H. und A. Low. Uber die Rolle des Phosphorsadureions auf den 
Kohlehydratstoffwechsel. I. Mitteilung. Uber die Wirkung des 
Phosphorsaureions auf den Zuckerhaushalt der iiberlebenden 
PROG IMIOIOE 56 ek TO ee e ee ee ee He ei 

Elias, H., C. Popescu-Inotesti und C. St. Radoslav. Uber die Rolle 
des Phosphorsaureions auf den Kohlehydratstoffwechsel. II. Mit- 

 teilung. Wirkung intravends einverleibter Phosphatlésungen auf 
den Blutzucker bei Hund und Kaninchen ........... 

— — — Uber die Rolle des Phosphorsaureions auf den Kohlehydratstoft- 
wechsel. III. Mitteil. Zur Wirkung intraven6s injizierter Phosphat- 
lésungen auf die Adrenalinhyperglykamie bei Kaninchen u. Hunden 

— — — Uber die Rolle des Phosphorsaureions auf den Kohlehydrat- 
stoffwechsel. IV. Mitteilung. Wirkung des Phosphorsdureions 
auf den Blut- und Harnzucker von pankreasdiabetischen Hunden 

Freundlich, H., R. Stern u. H. Zocher. Kolloidchemische Beobachtungen 
an Salvarsan und Neosalvarsan .........%.+2+--. 

Stern, Marg. und R. Stern. Einige neve Untersuchungen iiber die 
Wassermannsche Reaktion im Liquor cerebrospinalis ...... 

Betka, J. und F. Sinkora. Studium der EiweiBk6rperkoagulation in 
Tropfen. Il. Mitteilung. Uber den Einflu8 der gelésten Substanzen 

— — Studium der EiweiSkérperkoagulation in Tropfen. III. Mit 
teilung. Uber den Synergismus der Fillungsmittel ....... 

Bauer, Erwin. Uber eine Gesetzmafigkeit der Oberflachenspannungs- 
anderung des Blutserums nach Inaktivierung .......... 

Moms 0a SI ee Bae a eee ee eS 

Karczag, L. und F. Sternberg. Uber Elektropie. II. Mitteilung. 
Elektropie durch Zelladungen. Chemoskopie der Zellen .. . 

Karczag, L. und J. Vandorfy. Uber Elektropie. III. Mitteilung. Die 


Chemoskopie von KOrperfliissigkeiten ............. 
Karczag, L. und K. Hajés. Uber Elektropie. IV. Mitteilung. Chemo- 
IR Sy TI say ea se le eee ae Neehata 3.6 
Karczag, L. und L. Paunz. Uber Elektropie. v. Mitteilung. Die Vital- 
UR a oes 5 a a ee OE tbs 
Rasmus, 5. Sper Risktvonle: Vi ce 6 sk a ne ee 
Hesse, Erich. Uber die Bildung des Milchzuckers in der Milchdriise. 
Ree mn OT AN st en en eo ae we ees > 


Honcamp, F. und E. Schneller. Harnstoff als Eiweifersatz holies 
ERNE ag a e's: oe ek ea ee ee ce 
Naslund, Carl und K.G.Dernby. Untersuchungen iiber einige physio- 
logische Eigenschaften der Strahlenpilze ............ 
Dernby, K. G. und L. E. Walbum. Studium iiber die Bildung des 
IN ic ca a's ba ek Ges eo a a 
Neuberg, Carl und Elsa Reinfurth. Phytochemische Reduktionen. XVII. 
Partielle Reduktion von Dinitrokérpern ............ 


PUTOTORVESEOIOOR IR 5 a a i Ss ie 








Seite 


274 


279 


284 


294 


299 
307 
318 
326 
335 


341 
344 


404 
408 


412 
429 


441 


461 


497 








Ernst Salkowski f. 


Die physiologische Chemie hat in Deutschland schwer und 
lange um die Anerkennung als ein selbstandiges Fach ringen 
miissen. Mit Hrnst Salkowski ist einer ihrer bedeutendsten 
Vertreter und unermiidlichen Vorkimpfer dahingegangen; er 
ist am 8. Marz im 79. Lebensjahre in Berlin gestorben. 

An das klassische Wirken Salkowskis, das grundlegend 
fir die Entwicklung der physiologischen und pathologischen 
Chemie gewesen und von unverginglichem Werte ist, kann 
nur in Stichworten erinnert werden. Die meisten seiner Ent- 
deckungen gehéren bereits zum unverriickbaren Bestande der 
Wissenschaft, und die jiingere Generation wei oft nicht 
mehr, daB man Salkowski diese Ergebnisse verdankt. Eine 
der iltesten Arbeiten Salkowskis enthalt die Beobachtung, 
daB nach Verfiitterung des Gallenbestandteils Taurin aus dem 
Tierharn Taurocarbaminsdure isoliert werden kann, deren 
Synthese Salkowski kurz darauf beschrieben hat. Frih gelang 
ihm die Entdeckung der antiseptischen Wirkung von Benzoe- 
sdure, aus der seitdem vielfach die Nahrungsmittelindustrie 
Nutzen gezogen hat. Eine GroBtat bildet die Aufklérung der 
Sdurewirkung beim Pflanzenfresser, durch die ein prinzipieller 
Unterschied in der chemischen Organisation der Herbivoren 
und Carnivoren festgestellt wurde, dahingehend, da der 
Pflanzenfresser verabreichte oder im Stoffwechsel entstandene 
Saiuren mit den fixen Alkalien seines Kérpers neutralisiert, 
wihrend der Fleischfresser sich dazu des beim Eiweifzerfall 
entstehenden Ammoniaks bedient. Die darin gelegenen 
Unterschiede sind von fundamentaler Bedeutung fiir die 
Blutchemie geworden, und sie bilden die Basis der modernen 
Lehren von den Saureintoxikationen. Von Salkowski rihrt 
ferner die Entdeckung der pathologischen Phenolausscheidung her, 
die er richtig auf die unter bestimmten Bedingungen ge- 
steigerte Faulnis des Tyrosinkomplexes zuriickgefiihrt hat. 


Biochemische Zeitschrift Band 138. 
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Von groBer Wichtigkeit sind seine, zum Teil in Gemeinschaft mit 
seinem Bruder Heinrich Salkowski in Minster vorgenommenen 
Untersuchungen iiber die Hiweiffdulnis. Er fand nicht nur 
neue Substanzen auf, sondern er vermochte aus der Natur 
derselben in einer Periode, wo die moderne Eiweiichemie 
noch nicht geschaffen war, ein Bild von der Konstitution des 
Proteinmolekiils zu entwerfen, nach dem die Fachgenossen 
sich richten konnten. Friichte dieser Forschungen waren 
die Enideckung der §-Amino-valeriansdéure sowie die Auf- 
klérung der Hippursdureentstehung, die auf die Bildung von 
Benzoesiure aus Phenylalaninresten und nachtragliche Paarung 
der Benzoesiure mit Glykokoll bezogen wurde. In diesem 
Zusammenhange ist es auch interessant, daB Salkowski 
der Nachweis von Asparaginsdure bei der tryptischen Ver- 
dauung des Fibrins gliickte zu einer Zeit (1874), wo man 
sich durchaus noch nicht dariiber im klaren war, daB enzy- 
matische Spaltung und rein chemische Hydrolyse der EiweiB- 
kérper zu den gleichen Bausteinen fiihren. Neben dem von 
ihm erhobenen Befunde, daB Sulfonséuren und Atherschwefel- 
sduren im Tierkérper unverbrennlich sind, ist nicht minder 
beachtenswert die von ihm schon im Jahre 1876 gemachte 
Feststellung, daB die Harnsdure die Quelle des im Urin vor- 
handenen Allantoins ist. Geradezu einen neuen Impuls empfing 
die Fermentchemie durch Einfiihrung des Chloroformwassers 
durch Salkowski. Wahrend das Trichlormethan, dessen keim- 
tétende Kraft bis dahin véllig tibersehen war, lebende Zellen 
vernichtet, erméglicht es die freie Entfaltung der Enzyme. 
Zusammen mit dem von Emil Fischer empfohlenen Toluol 
ist das Chloroform fiir diese Zwecke bis heute ein unentbehr- 
liches Hilfsmittel der Enzymologen geblieben. Allgemein 
bekannt ist Salkowskis Entdeckung der Autolyse, d. h. der 
Auflésung von Organen nach dem Tode unter der Wirkung 
intrazellularer Fermente. Die Bedeutung der autolytischen 
Vorgiinge in der Natur ist betrichtlich. Wenn die Nahrungs- 
mittel beim Abhangen zur GenuBfahigkeit reifen, wenn wir 
einen eingesalzenen Fisch verzehren kénnen, wenn bei einer 
Lungenentziindung die eintretende Krise das Leben des 
Kranken rettet, wenn in abgeschnirten, aus der Zirkulation 
ausgeschalteten Organteilen ein aseptischer Zerfall erfolgt und 


















die verfliissigten Massen zur Resorption gelangen, wenn ein 
Krebskranker dem kachektischen Verfall entgegengeht, wenn 
bei bestimmten Zersetzungen des Blutes weiBe Blutkérperchen 
eingeschmolzen werden, so sind das alles AuBerungen der 
Autodigestion. Damit ist ihre weitausgreifende und viele 
biologische Prozesse durchdringende Rolle sicherlich nicht 
ersch6pft und auch noch nicht vollstindig erforscht. 

Unter Salkowskis Fermentarbeiten verdient gerade gegen- 
wartig die Tatsache Beachtung, da — wie er vor Jahrzehnten 
erkannt hat — Jnvertin frei von Hefegummi zu erhalten und 
ein sehr bestindiger Kérper ist. Die Chemie der Gummi- 
arten hat Salkowski iibrigens durch eine originelle Methode be- 
reichert, die in der Abscheidung dieser hochmolekularen 
Kohlenhydrate mittels Fehlingscher Lésung beruht. Durch 
Fallung mit der alkalischen Kupferlésung kénnen z. B. die 
Pentosane von vielen Begleitstoffen getrennt und dann durch 
Zerlegung der Komplexverbindungen rein dargestellt werden. 

Bemerkenswert ist die Auffindung der Pentosurie, einer 
neuen Art von Zuckerkrankheit, die mit dem Diabetes nichts 
zu tun hat und dadurch charakterisiert ist, daB infolge einer 
Stoffwechselanomalie statt der Hexose eine Pentose aus- 
geschieden wird. Diese Entdeckung, welche fiir die Beurteilung 
solcher an sich ganz harmloser und gar nicht so seltener Zu- 
stiinde auch im tiglichen Leben eine Bedeutung hat, nimlich 
fiir die Praxis der Lebensversicherungen, hat Salkowski zu 
einer Zeit gemacht, wo das Phenylhydrazin noch kein all- 
gemeines Reagens in den Hinden der Chemiker gewesen ist. 

Als im Jahre 1877 Hoppe-Seyler die Zeitschrift fiir physio- 
logische Chemie begriindete, konnte er keinen wiirdigeren 
Beitrag als erste Abhandlung des neuen Journals gewinnen, 
als Salkowskis beriihmt gewordene Untersuchung tiber den 
Vorgang der Harnstoffbildung im Tierkérper und den Einflug 
der Ammoniaksalze auf denselben. 

GroB ist die Zahl der analytischen Methoden, die Salkowski 
geschaffen hat, und es ist hervorzuheben, daB seine von 
Indwig unbedeutend modifizierte Methode zur Harnséure- 
bestimmung bis zum heutigen Tage ein Standardverfahren 
geblieben ist. Die Cholesterinreaktion Salkowskis ist seit ihrer 
Auffindung (1872) unverindert in Gebrauch. Von ihm 




















riihrt auch das erste Verfahren zur Unterscheidung von tierischen 
und pflanzlichen Fetten, das auf dem abweichenden Verhalten 
der Phytosterine vom tierischen Cholesterin beruht. 

Es nimmt nicht wunder, daB ein Mann von solchen Er- 
fahrungen und schépferischen Leistungen auch ein hervor- 
ragender Lehrer gewesen ist. Sein ,,Praktikum der physio- 
logischen und pathologischen Chemie‘ hat viele Auflagen erlebt 
und ist in mehrere fremde Sprachen iibertragen. Sein Labo- 
ratorium ist jahrzehntelang eine Pilgerstatte fiir Schiiler aus 
allen Liandern gewesen. Ganze Arztegenerationen haben ihre 
Ausbildung hier nicht allein in den Anfangsgriinden der 
Chemie, sondern auch in den wichtigen und heute als un- 
erlaBlich anerkannten Anwendungen auf Diagnose und Therapie 
erfahren. 

Salkowski, der von der Ostgrenze des Reiches aus einer 
alten K6nigsberger Pastorenfamilie stammte, ist in seinem 
ganzen Leben von ungewoéhnlicher Bescheidenheit gewesen. 
In vornehmer Zuriickhaltung hat er es verschmaht, den lauten 
Markt des Tages zu betreten. Er war auch nur ein seltener 
Gast bei Kongressen und wissenschaftlichen Gesellschaften. 
Kennzeichnend fiir ihn ist, daB er mehrere an ihn ergangene 
Berufungen als ordentlicher Professor fiir fremde Facher, fiir 
Pharmakologie und Hygiene, ausgeschlagen und seiner kleineren 
Berliner Stelle als Vorsteher der chemischen Abteilung des 
pathologischen Instituts treu geblieben ist. Den Lorbeer, 
den um diese altberiihmte Lehr- und Forschungsstatte seine 
Vorgiinger Hoppe-Seyler, Kiihne und Liebreich gewunden, hat 
er griin erhalten. Hier war es ihm vergénnt, noch vier Tage 
vor seinem Heimgange am Laboratoriumstisch zu arbeiten. 
Sein Andenken ist unausléschlich. 


C. N, 
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Hartwig Franzen jf. 


Am 14. Februar 1923 starb in Karlsruhe Professor Dr. 
H. Franzen kurz vor Vollendung seines 45. Lebensjahres. Dem 
ausgezeichneten Gelehrten verdankt die Biochemie zahlreiche 
wertvolle Untersuchungen auf dem Gebiete der Pflanzen- 
physiologie. Am bekanntesten sind seine Arbeiten tiber die 
Bestandteile der griinen Gewiachse geworden. Fin wichtiges 
Ergebnis derselben war die Auffindung von Aldehyden, 
namentlich von «, B-Hexylenaldehyd, in den Blattern; auch 
diese Entdeckung, die Franzen zusammen mit Curtius gemacht 
hat, wird dazu beitragen, das Andenken an den so frih 
verschiedenen Forscher lange in hohen Ehren und lebendig zu 
erhalten. 














Uber die Anderung der Reaktion beim Ubergang von sekundirem 
und primirem Alkaliphosphat in Pyro- bzw. Metaphosphat. 
Der Alkalititsgrad von Boraxlésungen. 


Von 
Hans Murschhauser. 


(Aus der akademischen Kinderklinik in Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 25. Februar 1923.) 


Die vorliegenden Versuche bezweckten die Feststellung, ob beim 
Ubergang des sekundiren Natriumphosphats in Natriumpyrophosphat 
und des primiren Natriumphosphats in Natriummetaphosphat eine 
Anderung der Reaktion eintrete. 

Die Veranlassung zur Klarung dieser Frage gab die Uberlegung, 
daf primaire und sekundire Phosphate hiufige Bestandteile von 
Nahrungsmitteln, Organen und tierischen Flissigkeiten sind, und daf 
diese Salze beim Verbrennen der verschiedenen Materialien eine Um- 
wandlung erleiden, durch welche der wisserigen Aschelésung eine 
Reaktion erteilt werden kénnte, die sich nicht mit der dem Gehalt 
des Ausgangsmaterials an Phosphaten entsprechenden deckt. 

Der zweite Teil der vorliegenden Untersuchung behandelt die 
Reaktion von Boraxlésungen. 

Da sich in meinen bisherigen Versuchen die Mutarotation der 
Dextrose zur quantitativen Untersuchung der Reaktion von Lésungen 
als sehr geeignet erwiesen hatte, sollte der Nachweis einer etwaigen 
Anderung der Reaktion beim Glihen von primarem und sekundarem 
Phosphat, sowie der Alkalititsgrad von Boraxlésungen mit dieser 
Methode erbracht werden. 

Um die Anderung der Reaktion festzustellen, welche beim Uber- 
gang des sekundiiren Phosphats in Pyrophosphat und des primiaren 
in Metaphosphat stattfindet, haben wir die beiden Salze in ein und 
derselben Konzentration vor und nach dem Erhitzen beziglich ihres 
Einflusses auf die Mutarotation der Dextrose untersucht. 

Das Ergebnis findet sich in den folgenden Protokollen. Versuch 1 
zeigt den Geschwindigkeitsverlauf des Drehungsriickganges der Dextrose 
unter dem Einflu8 von n/40 Na, HPO, + 12 H,O. In den Versuchen 2 
und 3 wurde dieselbe Menge Na,HPO, + 12 H,O erhitzt und mit 
dem Rickstand (Na,P,0,) der Mutarotationsversuch angestellt. Die 

















ndirem 
osphat. 


b beim 
osphat 
it eine 


egung, 
e von 
id daB 
e Um- 
x eine 
Gehalt 


lt die 


n der 
ungen 
vaigen 
larem 
dieser 


Uber- 
nairen 
1 und 
ihres 


uch 1 
‘trose 
hen 2 
- mit 

Die 








H. Murschhauser: Anderung der Reaktion usw. 7 
Versuche 4 bis 6 einschlieBlich behandeln den EinfluB des primaren 
Natriumphosphats (NaH, PO, + H,O) und dessen Erhitzungsproduktes 
(NaPO,) in n/l Lésung auf den Drehungsriickgang der Dextrose. 
Da das Natriummetaphosphat auch durch Erhitzen von Phosphorsalz 
(Na(NH,)HPO, + 4H,0) erhalten werden kann, wurde sowohl das 
Phosphorsalz (in n/10 Lésung) als auch das aus diesem gewonnene 
NaPO, (in n/1 Lésung) beziiglich seiner Einwirkung auf die Muta- 
rotation untersucht (Tabelle VII und VIII). Die bei den Versuchen 
eingehaltenen Bedingungen sind dieselben wie die in meinen bisherigen 
Arbeiten!). Die Angaben iiber a beziehen sich auf eine Rohrlange 
von 189,4 mm. 


Tabelle I. n/40 Na,HPO, + 12 H,0. 


0,5965 g Na, HPO,. 12 H,O mit destilliertem Wasser ad 200,0 ccm. 
5g Dextrose mit dieser Lésung ad 100,0 cem. 




















t ba 4 eae @—2)| c 
6b RS ee Oe] — ~ 
10 204 | 8,02 129,1 25,8 
15 mA. ee 1 ee 
20 20,4 | 6,65 3561 | 23,7 
25 a; 68 +}: aes |. we 
30 204 | 45,90 6233 | 249 
35 20,3 5,65 7481 | 249 
@ | 4 |; S42. | 25,9 
45 20,4 5,30 | 1021,2 25,5 
50 204 | 520 | 11461 25,4 
55 204 | 616 | 12283 | 265 
65 204 | 605 | 14472 24,1 
oo 204 | 4,90 — — 

Mittel | 249 





Tabelle II. n/40 Na,P,O,. 

0,5965 g Na, HPO,.12H,O wurden in einer Platinschale getrocknet 
und gegliiht, um es in Natriumpyrophosphat iiberzufiihren. Der Riickstand 
wurde mit Wasser zu 200,0cem geldst. 

5 g Dextrose wurden mit dieser Lésung auf 100,0 com aufgefiillt. 











t | Re | « tog 6 —tog(d—a) c 
5! 20,4 630 one ie 
; 20,45 6,20 | 64,6 82,3 
So te 5,72 | 3649 91,2 
11 20,45 5,42 562,7 93,8 
13 20,4 5,25 734,7 91,8 
15 20,4 S1t | 9363 93,6 
oo 20,4 4,90 _ — 





Mittel | 90,5 
1) Diese Zeitschr. 104, 217; 106, 26 usw. 





H. Murschhauser: 


Tabelle III. n/40 Na,P,O,. 

0,5965 g Na, HPO,.12H,O wurden getrocknet und auf dem Sand- 
bade mit der Vorsicht auf 200° erhitzt, daB weder durch reduzierende 
Flammengase noch durch Kohlensaure eine Einwirkung auf das Phosphat 
stattfinden konnte. Der Riickstand (Na,P,0,) wurde mit Wasser zu 
200,0 ccm gelést. 5g Dextrose wurden mit dieser Lésung zu 100,0ccm gelést. 











t | ra | « ete (b—x) Cc 
5’ 20,4 6,95 aa ys 
7 20,4 6,25 1814 | 90,7 
9 20,5 5,82 348,0 87,0 
ll 20,4 5,55 498.8 | 83,1 
13 20,4 5.35 ' 6585 | 823 
eee. ee See 80,7 
17 20,4 5,12 969,3 80,8 
°° 20,4 | 4,90 — _ 
















| | |. Mittel | 842 


Tabelle IV. n/1 NaH,PO,.H,0. 


4,6g NaH,PO,.H,O wurden mit destilliertem Wasser zu 100,0 cem 
aufgefiillt und gelést. 5 g Dextrose mit dieser Lésung zu 100,0 ccm gelist. 






































t | Pe « foo b— sas (b—2) Cc 
5! ws | Om -- _ 
10 =| 204 7,90 | 1303 1 
i See 26,1 
3 6 6|l CO 650 | 4033 26,9 
25 204 § 610 | 5283 26,4 
30 204 (| 580 | 6632 2 
ro) 20,4 490 an #2 
Mittel | 26,3 


Tabelle V. n/1 NaH,PO,. H,O. 
Verhaltnisse wie oben. 


























log b — log (b= x) 

5 20,4 8,98 _ 
10 20,4 7,90 133,5 26,7 
15 20,4 7,10 252.7 25,3 
20 204 | 6,52 380,2 25,3 
25 204 | 6,10 503,5 25,1 
30 24 | 580 | 6194 24,8 
35 20,4 5,60 718,6 23,9 
© | 04 | 54 847,2 24,2 
ee ee 977,2 24,4 
5 |) 04 | C51 1092,1 2 
co 204 | 4,90 os _ 

Mittel | 249 





Oe ee 
















Anderung der Reaktion usw. 


Tabelle VI. n/l1 NaPO, aus NaH,POQ,. 








Sand- 4,60 g NaH, PO,.H,O wurden getrocknet, iiber freier Flamme erhitzt. 
zierende Der Riickstand {(NaPO,) wurde mit destilliertem Wasser zu 100,0 ccm 
hosphat gelést. 5g Dextrose mit dieser Lésung zu 100,0 ccm. 

isser zu ————— > = - ee — — 


1 gelést. t ; log b — log (b == x) c 





eo 4 sey — 

ore 50.9 | 102 
15 ES RS es 
| 1586 | 106 

2134 | 106 

266,7 10,7 

323,0 10,7 

378,0 10,8 

|- 90s | Ma 

708°) Rw > aes 

4,90 nom = 


Mittel | 10,7 


Tabelle VII. n/1 NaPO, aus Na(NH,)HPO,. 4H,0. 
6,97 g Na(NH,)HPO,.4H,O wurden getrocknet und gegliiht. Der 
bom Glinriickstand wurde mit destilliertom Wasser zu 100,0 ccm gelést. 5g 
gelost. Dextrose mit dieser Lésung zu 100,0 ccm. 








gL lee paid Giaibtieatite 


vacciiionediienle ne 





9,95 ee 

9,45 45,3 

9,02 88,4 

862 | 1328 

828 | 1744 

7,95 

7,65 | 

7,38 | 3089 
[eo 
| 690 | 4023 

re Ni, Sas pe coate ay 








| $e aed | Mittel | 8.8 
Tabelle VIII. n/10 Na(NH,)HPO,.4H,0. 
13,94 g Na(NH,)HPO,.4H,O wurden mit destilliertem Wasser zu 


100,0 ccm gelést, 10 ccm dieser Lésung auf 100,0 ccm verdiinnt. 5 g Dextrose 
mit dieser verdiinnten Lésung zu 100,0ccm gelést. 








\logb — log (b—a)| 








129.1 | 
2430 | 
3622 | 
4834 
589.9 

7881 | 
1000.0 | 


= | 





~ Mittel 







































10 H. Murschhauser: 





Wie aus den Versuchsprotokollen hervorgeht, gibt das sekundire 
Natriumphosphat in n/40 Lésung eine Mutarotationskonstante von 
24,9, einen Wert, der sich mit dem frither!) von mir ermittelten (25,0) 
vollig deckt. Das Erhitzungsprodukt Na,P,O, ergab Konstanten von 
90,5 und 84,1. Wahrend demnach das sekundire Phosphat in 
n/40 Lésung die Hydroxylionenkonzentration einer n/2000 Na,CO,- 
Lésung aufweist, entspricht das n/40 Na,P,O, ungefaihr einer 
n/500 Na,CO,-Lésung, ist also etwa viermal so stark alkalisch als 
das sekundire Phosphat. 

Nach den Versuchsprotokollen ergibt das primare Natriumphosphat 
in n/l Lésung eine mittlere Geschwindigkeitskonstante von 25,6; 
beim Ubergang des Salzes in Metaphosphat erniedrigt sich dieselbe 
auf 10,7; und das aus Phosphorsalz gewonnene NaPO, ergab einen 
Wert von 8,8. 

Wihrend also beim Na,HPO, der Ubergang in Pyrophosphat 
eine Erhéhung der Alkalitat bedingt, geht mit der Umwandlung des 
NaH,PO, in NaPO, eine Verminderung der Aziditét einher. Die 
Differenzen sind ganz erheblich. 

Das dem sekundiren Natriumphosphat in seiner Zusammen- 
setzung entsprechende Na(NH,)HPO, in n/10 Lésung untersucht, 
ergibt eine wesentlich niedrigere Geschwindigkeitskonstante (nimlich 
40,4) als ersteres Salz, das nach meinen friher ausgefiihrten Versuchen 
in gleicher Konzentration eine Konstante von 63,3 lieferte*). Das 
Phosphorsalz reagiert demnach etwas weniger stark alkalisch als das 
Na,HPQ,. . 

Was die Alkalitét von Boraxlésungen betrifft, so ist dieselbe 
aus den Versuchsprotokollen (Tabelle IX bis XI) zu entnehmen. 





Tabelle IX. Na,B,O,.10H,O */,, des Molekulargewichts zum Liter. 


6,36 g Na,B,O,.10H,O wurden mit Wasser zu 200,0ccm geldst. 
5g Dextrose mit dieser Léisung zu 100,0ccm geldst. 

















t a | a log b — log — 2) c 
ee, es ee ae eee See 
10 20,4 3,95 _ _ 
a es 





In einer Lésung, die 1/,, des Molekulargewichts im Liter enthalt, 
ist die Geschwindigkeit des Drehungsriickganges so groB, daB schon 
5 Minuten nach dem Lésen ein Wert erreicht wird (« = 3,95), der 


1) Diese Zeitschr. 110, 186, 1920. 
*) Ebendaselbst 110, 187, 1920. 





nel 










Anderung der Reaktion usw. ll 





sekundiire Tabelle X. Na,B,O,. 10 H,O. ¥/19 des Molekulargewichts zum Liter. i 















































ante von 20,0 cem einer 3,18 proz. Boraxlésung mit destilliertem Wasser zu : 
ten (25,0) 200,0 com aufgefiillt. 5g Dextrose mit dieser Lésung ad 100,0 ccm. Fi 
nten von Pi PATE S (Scar Grates ema rreees: eee a Se e 
sphat in t | °C y « oe c 
Na, CO,- el ae tae 2 LS bass 
br einer 7 | 20,4 7,20 66,4 33,2 
: 10 20,4 6,80 1449 | 289 
lisch als 12 204 =| 6,52 209,7 29,9 
15 20,3 6,25 282,9 | 28,3 
shosphat 17 |. 90,36 608 | 3363 | 280 
m 25.6: 20 204 | 5,90 Pee | ae 26,1 
me; 2 | 204 5620 | 5260 | 88 
diesel be 30 204 | 5,42 644.1 26,5 
b ei 35 20,4 5,28 751,3 25,0 
“om Oo | we 1 ee oe ft OS 
50 20,4 4,90 a 
hosphat fore) 20,4 4,78 | — -_ 
ung des Mittel | 278 





Tabelle XI. Na,B,O,.10H,O. 4/g9 des Molekulargewichts zum Liter. 
0,955 g Na,B,O,.10H,O mit destilliertem Wasser ad 200,0 ccm. 


r. Die 











































ammen - 5g Dextrose mit dieser Lésung ad 100,0 ccm. 
1a4mlich t Ps @ log b —log (o—2)| Cc 
om at a et 
. Das 7 206 | 6,40 100.9 | 504 
als das 10 6 6|. MS | 588 |B 4A 
. 12 4 |: O° | MH’ | ae 
Seealbe 15 20,45 | 5,53 |  407,0 40,7 
“ey a ae ee 467,2 | 39,0 
n. 20 20.4 5,30 5441 | 360 
foe) | 20,4 4,68 SPIRE ‘RleBeiirwes 
Liter. | Mittel | 42,4 
lést. weit unter dem der rein wiisserigen Lésung von demselben Dextrose- 
gehalt liegt. 
1/199 des Molekulargewichts zum Liter gelést, erhéht die Ge- 
schwindigkeitskonstante des Drehungsriickganges in  destilliertem 
Wasser auf 27,8, !/,, des Molekulargewichts auf 42,4. Eine */,.) Borax- 
lésung mit 1,685 g Na,B,O, im Liter entspricht demnach einer Lésung 
von 0,0325 g Na,C0O, im Liter, eine '/,, Boraxlésung mit 2,52 g Na, B,O, 
im Liter einer Lésung von 0,0497 g Na,CO, im Liter. 
thalt, Rechnen wir die in den eben besprochenen Versuchen beobachteten 
3c Drehungen 24 Stunden nach Beginn des Versuches auf spezifische 
hon ge g} pe 
, der Drehungen um, so erhalten wir: 





fiir die 1/,, Lésung « = 3,95°, a» = 42,5°; 
2” 1 I$ ” Mss 4,68°, ap = 50,4°; 
a = 4,78, ap = 51,5°. 










aah ” 1) 590 ” 











12 H. Murschhauser: Anderung der Reaktion usw. 


Diese Enddrehungen sind nicht etwa durch den Eintritt der Lobr , 
de Bruynschen Reaktion bedingt, also nicht durch eine Umwandlunyg 
von Dextrose in Lavulose und Mannose unter dem Einflu8 von OH- 
Ionen zu erklaren, sondern als eine spezifische Wirkung des Borax 
auf die Drehung der Dextrose aufzufassen. Das geht schon daraus 
hervor, daB die Werte fiir ap nach der Konzentration der Lésungen 
abgestuft sind; ferner aber mit mehr Beweiskraft daraus, daB dic 
Drehung, die bei 4/,, Boraxlésung 5 Minuten nach Beginn des Lésens 
beobachtet wurde, wiahrend 24 Stunden konstant  blieb. In 
n/100 Na,CO,-Lésung hatte ich bei einer Mutarotationskonstante von 
289,98 einen Endwert der Drehung, der selbst nach 24 Stunden noch 
der spezifischen Drehung einer rein wisserigen Dextroselésung von 
+ 52,8°entsprach. Jaselbst inn/10 Na, CO,-Lésung, in welcher der Muta- 
rotationsverlauf schon nach 5 Minuten beendet war, war ap 24 Stunden 
hindurch konstant auf 52,8° stehengeblieben. Bei n/200 Na, PO,-Lésung 
hatte ich 10 Minuten nach Beginn des Lésens einen Endwert der Drehung 
erreicht, der durch 24 Stunden. hindurch konstant auf 52,8° blieb; 
bei n/10 Na,PO,-Lésung dagegen lag 10 Minuten nach dem Lésen 
eine Drehung von ap = 51,2° vor, die im Verlaufe von je weiteren 
24 Stunden auf 40,1°, 32,79, 28,5°und 21,1° herabsank. Bei n/10 Na, PO,- 
Lésung handelt es sich zweifellos um den Eintritt der Lobry de Bruyn- 
sehen Reaktion unter dem Einflu8 von OH-Ionen, beim Borax haben 
wir es in den von mir angewandten Konzentrationen mit einer spezi- 


fischen Wirkung desselben auf die Drehung der Dextrose zu tun. 
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Diphtherietoxinstudien. I). 
Uber den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf das Diphtherietoxin. 
Von 
Fr. y. Gréer. 


(Aus der Kinderklinik, dem Laboratorium fiir physikalisch-chemische 
Biologie der Universitat in Wien und der Universitaéts-Kinderklinik 
in Lemberg.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Fiirst Liechtensteinschen Spende.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 


Mit 4 Kurven im Text. 


Nachdem. bereits die Entdecker des Diphtherietoxins, Roux und 
Yersin, den abschwachenden Einflu8 von Sauren auf die Toxizitat 


des’ Diphtheriegiftes festgestellt hatten, wurde spiter von Dérr der 
Nachweis geliefert,-daB es sich hierbei um einen reversiblen Vorgang 
handelt. Die durch Siurezusatz verloren gegangene Toxizitat der 
Diphtherietoxinlésungen tritt wieder auf, sobald die Lésungen zuriick- 
neutralisiert werden. Damit war es erwiesen, daB das Toxin durch 
Saurezusatz nicht zerstért, sondern in eine atoxische Modifikation 
iibergefihrt wird. 

Es lag nun nahe, diese Verhiltnisse einer niheren Priifung, und 
zwar mit der unseren heutigen Kenntnissen iiber das Wesen der Reak- 
tionswirkung angepaBten Methodik zu unterwerfen. Es war zu er- 
warten, daB analog den Erfahrungen, die von Michaelis und seinen 


1) Die vorliegenden Arbeiten wurden 1915 begonnen und 1919 zum 
vorlaufigen Abschlu8 gebracht. Die wichtigsten Ergebnisse wurden im 
Friithling 1921 der Lemberger Wissenschaftlichen Gesellschaft kurz mit- 
geteilt. Die ausfiihrliche Veréffentlichung wurde aus auBeren Griinden 
hinausgeschoben und auch um viele noch ungeléste Fragen erginzend 
zu beantworten. Nachdem dies jedoch in absehbarer Zeit nicht méglich 
wird, habe ich mich entschieden, das vorlaufige Material bekanntzugeben. 
Die beiden Mitteilungen sind in der-mikrobiologischen Sektion der 87. Ver- 
sammlung Deutscher Naturforscher und Arzte, Leipzig 1922, kurz vor- 
getragen worden. 











14 Fr. v. Groer: 


Mitarbeitern tiber den ReaktionseinfluB auf Enzyme gesammelt wurden, 
die fragliche Saurewirkung auf Diphtherietoxin eine Funktion der 
Wasserstoffionen sei, und da8 aus dem naheren Studium des Ein- 
flusses der Wasserstoffionenkonzentration auf das Diphtherietoxin 
ahnliche Schliisse auf die Natur dieses ritselhaften Stoffes gezogen 
werden kénnen. Landsteiner hat ja schon vor langerer Zeit den ampho- 
lytischen Charakter des Diphtherietoxins vermutet. 


Methodik. 


Als Toxin benutzte ich anfanglich fiir die ersten, orientierenden Ver- 
suche das aus dem Serotherapeutischen Institut in Wien bezogene Toxin 
Amerika I. (D. 1. m. 0,005). Als ich spaiter zum systematischen Studium 
des Einflusses der Wasserstoffionenkonzentration auf das Toxin iiberging 
und gréBere Toxinmengen bendtigte, war ich gezwungen, das Toxin in 
eigenem Betriebe herzustellen. Hierzu benutzte ich einen aus dem nim- 
lichen Institut bezogenen Stamm Martha, der aber ein sehr maBiger Gift- 
bildner war. Als Nahrboden wurde fast ausnahmslos die von mir und Srnka') 
angegebene Placentabouillon benutzt. Auch hierzu war ich durch die 
Kriegsverhaltnisse gezwungen, da wir uns damals eine regelrechte Ochsen- 
fleischbouillon nicht leisten konnten. Die Bazillen wurden in groBen 1 bis 
3 Liter fassenden Kolben 10 bis 12 Tage lang geziichtet, sodann durch 
Carbolzusatz abgetétet und abfiltriert. Nach der Feststellung der Toxizitit 
wurden mehrere Kolben vereinigt und im Kiihlraum aufbewahrt. 


Gelegenitlich wurden fiir die Untersuchungen auch Toxinpriparate 
benutzt, welche durch besondere, weiter unten zu schildernde Verfahren 
dargestellt waren. 


Um nun das Toxin reihenweise bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentrationen zu untersuchen, wurden stets je 5ccm nativen Toxins 
mit fallenden Mengen n bzw. n/10 NaOH und steigenden Mengen n bzw. 
n/10 HCI versetzt und stets auf 10ccm mit streng neutraler physiologischer 
Kochsalzlésung aufgefiillt. Nach zweistiindigem Stehen der Proben bei 
Zimmertemperatur wurden 6ccm jeder Probe zur elektrometrischen 
Messung der Wasserstoffionenkonzentration, der Rest zur Auswertung der 
Giftwirkung im Meerschweinchenversuch verwandt. 

Die Wasserstoffionenkonzentrationsbestimmung erfolgte bei 21° im 
Paulischen Laboratorium’) nach der von ihm angegebenen Methodik‘®). 
Hierbei zeigte es sich, daB manche Toxinlésungen, welche nach langerem 
Wachstum zur Verarbeitung gelangten, nicht zur elektrometrischen Wasser- 
stoffionenmessung verwendet werden kénnen. Sie vergifteten sehr rasch 
die Platinelektroden, was wohl in erster Linie ihrem Ammoniakgehalt 
zuzuschreiben ist. Als wir in einer anderen Versuchsreihe statt Phenol — 
Chloreton zur Konservierung unserer’ Toxinlésungen benutzten, stellten 
wir abermals fest, daB hierdurch die Elektroden vergiftet werden. Chloreton 


1) Zentralbl. f. Bakt. 82, 1918. 

*) Es ist mir angenehme Pflicht, Herrn Professor Pauli fiir seine Gast- 
freundschaft sowie das Interesse an dieser Arbeit und auch Herrn Assistenten 
Dr. Matula fiir seine Hilfsbereitschaft aufrichtig zu danken. 

8) Vgl. Pauli und Matula, Koll.-Zeitschr. 21, 49, 1917. 
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Diphtherietoxinstudien, I. 15 


ist also zur Konservierung der elektrometrisch zu untersuchenden Fliissig- 
keiten ungeeignet. Sonst ging die Wasserstoffionenmessung der Toxin- 
josungen glatt vonstatten. 

Die Toxinauswertung geschah nach der bekannten intrakutanen 
Rémerschen Methode am Meerschweinchen, die als bekannt vorausgesetzt 
werden darf. Es wurde in erster Linie die Dosis necrosis minima bestimmt. 
Der reziproke Wert dieser GréBe wurde als ,,Giftwert“ zur Charakterisierung 
der Toxinlésungen benutzt. Nur in einigen orientierenden Versuchen 
wurde auch der indirekte Giftwert unserer Toxinlésungen (L. nekr.) mit- 
bestimmt. Der L. nekr.-Wert hatte fiir uns ja keine sehr groBe Bedeutung, 
schon. aus dem Grunde, weil ja durch Vereinigung einer Toxinlésung be- 
kannter’ Wasserstoffionenkonzentrt..ion mit dem Antitoxin eine gianzliche 
Anderung der Reaktion auftreten mu8. Wir waren uns iibrigens dessen 
bewuBt, daB auch bei der Bestimmung der D.n.m. nach Rémer nicht 
gerade die von uns in vitro bei + 21° festgestellte Cj, in vivo behalten 
werden konnte. Doch verhialt sich ja die Toxinlésung (Bouillon) wie eine 
Pufferlésung, und andererseits kam es uns darauf an, starkere oder ge- 
ringere Wirksamkeit der bis zu gewisser C,, mit Saéure oder Lauge ver- 
setzten Toxinlésungen festzustellen. Ich hatte wohl die Resultate der 
intrakutanen Auswertung nach Rémer mit den Ergebnissen der Ehrlich- 
schen subkutanen Toxinpriifung und der Bestimmung der D.1.m. ver- 
gleichen sollen. Doch war dies angesichts des iuBerst knapp bemessenen 
Tiermaterials nicht méglich. Es ist nicht unwahrscheinlich, da8 beide 
Methoden Differenzen ergeben wiirden, da ja das subkutan eingefiihrte 
Gift noch weitergehenden Reaktionsénderungen unterworfen sein kann, 
als das intrakutan applizierte. Solange wir nicht iiber eine zuverlissige 
Methode der Diphtherietoxinauswertung in vitro verfiigen, ist leider ein 


ganz exaktes Arbeiten auf dem uns interessierenden Gebiete unméglich. 
Weitere methodische Einzelheiten gehen aus der Beschreibung der 
Versuche hervor. 


Versuche. 
1. Niederschlagsbildungen in den mit Sdure versetzten Toxinlésungen. 


Friheren Untersuchern ist es offenbar entgangen, da Saure- 
zusatz bei passender Konzentration Niederschlige in Toxinlésungen 
erzeugt. Die Erscheinung als solche hat natiirlich nichts Wunderbares 
in sich. Doch hat ihr naiheres Studium manche interessante Einzel- 
heiten ergeben. 

Setzt man zu einer Reihe mit einer und derselben Menge nativen 
Toxins (5ccm) gefiillten Reagenzglisern steigende Mengen einer 
n/10 Siure — in unseren Versuchen stets HCl, die Erscheinung gelingt 
aber bei Anwendung einer beliebigen Siure —, so sieht man, da® in 
einem oder zwei bis drei Reagenzglisern eine Triibung auftritt, welche 
sich nach einigem Stehen (bis 2 Stunden) zu einem feinflockigen Nieder- 
schlag verdichtet. Der Niederschlag ist abzentrifugierbar, lést sich 
leicht bei schwach alkaliccher Reaktion und enthdlt — was eben inter- 
essant ist — unter Umstinden praktisch die Gesamtmenge der toxischen 
Substanz. Folgender Versuch illustriert am besten das soeben Gesagte. 














16 Fr. v. Gréer: 


Versuchsprotokoll vom 9. Marz 1915. 


Toxin Amerika I. D. 1. m. 0,004!), D. n. m. 0,000012), L. nekr. 0,02°%), 











Tabelle I. 
AL aie fe 
icine | Rao ey Effet : 
Nr. zu je 5ccm nativen | a ee 35 : er 
Toxins i sofort nach 2 Stunden 
1 1,0 kiar klar 
2 1,5 klar klar 
3 2,0 opaleszent triib 
4 2,5 triib feinflockiger Niederschlag 
5 3,0 opaleszent triib opaleszent 
6 3,5 klar leicht opaleszent 
7 4,0 klar klar 
8 4,5 klar klar 
9 5,0 klar klar 


Das Reagenzglas Nr. 4, enthaltend 5 cem Toxin und 2,5 cem n/10 HCl, 
wurde scharf zentrifugiert, das klare Zentrifugat wurde abgegossen, der 
an der Glaswand klebende Niederschlag wurde in 2,5 cem mit Soda schwach 
alkalisch gemachter physiologischer Kochsalzlésung leicht und _ restlos 
gelést. Das Zentrifugat wurde mit 2,5cemn/10 NaOH zuriickneutra- 
lisiert. 


Beide Lésungen wurden nun nach Rémer ausgewertet. Das zuriick- ° 


neutralisierte Zentrifugat war ganzlich atoxisch (0,1 com der Lésung ergab 
nach intrakutaner Einspritzung keine entziindliche Reaktion), wahrend 
die Niederschlagslésung héchst toxisch war. Es betrug hier: D. n. m. 
0,000005 und L. nekr. 0,01, was der doppelten Konzentration des Toxins 
entspricht. 


Die Tatsache, daB mit dem Siureniederschlag auch das Toxin 
so vollstiindig niedergerissen wird, interessierte mich in erster Linie 
deshalb, weil sie erlaubt, auf eine duerst einfache Weise das Toxin zu 
konzentrieren und von einer Reihe von Bouillonbestandteilen zu befreien. 
Ist doch das Ausfillen des Toxins durch Saurewirkung ein viel ein- 
facheres Verfahren als das Aussalzen mit Ammoniumeulfat z. B. und 
verwandte Methoden. 

Andererseits waren aber Provenienz, Eigenschaften und Ent- 
stehungsbedingungen des fraglichen Niederschlages naher zu prazisieren. 

Was zuerst die Provenienz des Toxinniederschlages betrifft, so 
war zu entscheiden, ob die mit Saure fallbare Substanz durch die 
Tatigkeit der Diphtheriebazillen entsteht, oder ob sie bereits in der 
Nahrbouillon praformiert ist. A priori war es am wahrscheinlichsten, 


1) Kleinste tédliche Dosis fiir ein Meerschweinchen von 250g. 

2) Kleinste nekrosemachende Dosis (Meerschweinchen, intrakutane 
Giftapplikation nach Romer). 

%) Diejenige Toxinmenge, welche mit 0,1 AE gemischt eben noch 
eine Nekrose erzeugt (Intrakutanversuch am Meerschweinchen nach Rémer). 
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da3 es sich hier um Alkalialbuminate handelt, welche in der alkalisch 
reogierenden Bouillon vorhanden sind und durch Saurezusatz nieder- 
gerissen werden. 

Tatsachlich zeigten die von uns untersuchten Nahrbouillonproben, 
welche in der itiblichen Weise zur Gewinnung von Diphtherietoxin 
hergestellt wurden, ahnliche, jedoch viel schwachere Tritbungen auf 
passenden Siaurezusatz. Bereits dieses Verhalten der Nahrbouillon 
legte die Vermutung nahe, daB wenigstens ein Teil der saurefillbaren 
Substanz wihrend des Wachstums der Bazillen entsteht. Wir konnten 
uns davon iiberzeugen, als wir selbst zur Gewinnung von Diphtherie- 
toxin tibergingen. 

Wie bereits erwahnt, waren wir durch die Kriegsverhiltnisse ge- 
zwungen, zur Herstellung unserer Bouillon billige und leicht erhaltliche 
Substrate zu wihlen. Zum Schlu8 blieben wir bei der Placentabouillon. 
Diese Bouillon lieB sich nun nach dem endgiiltig von mir und Srnka 
gewihlten Verfahren so darstellen [Nahrboden Nr. 38+)], da® sie 
relativ sehr eiweiBarm war und weder durch Ansiéuerung noch durch 
Alkalisierung getriibt werden konnte. 

Das auf dieser Bouillon produzierte Diphtheriegift zeigte nun 
eine ebenso deutliche Niederschlagsbildung auf Saurezusatz wie das 
auf anderem Nahrboden erhaltene. 

Weiterhin ist es mir nach vielem Herumprobieren ein einziges Mal 
gelungen, eine Diphtherietoxinbildung auf einem AuBerst einfachen 
Nahrboden bekannter Zusammensetzung zu erhalten. 


Dieser Nahrboden enthielt in 1 Liter: 10,0 Ammoniumlactat, 1,0 Di- 
kaliumphosphat, 10,0 Kochsalz und 15,0 Glycerin. Er wurde bis zu schwach 
alkalischer Reaktion mit Kaliumcarbonat neéutralisiert ( um 7,3) und 
sterilisiert. Anfanglich wollten die Bazillen auf diesem Nahrboden gar 
nicht wachsen. Durch Abimpfung der nach einigen Tagen noch in der 
Fliissigkeit lebenden Bazillen ist es schlieBlich nach einigen Wochen ge- 
lungen, einen Bazillenstamm zu ziichten, welcher zwar triage, dennoch 
geniigend reichlich auf dem Nahrboden zu wachsen anfing. Nach weiterem 
Abimpfen gelang es schlieBlich auch, die Toxinbildung zu erzwingen. So 
erhielt ich aus einer derartigen Kultur, welche vom 30. Dezember 1917 
bis zum 10. Januar 1918 im Brutofen gestanden hatte, ein schwaches 
Gift von D.n. m. 0,0001 und L.nekr. etwa 0,6. 


Auch dieses Gift zeigte eine deutliche Niederschlagsbildung auf 
Saurezusatz, was hier bereits auf zweifellose bakterielle Provenienz 
des fraglichen Stoffes hindeutete *). 

Entnimmt man schlieBlich einer wachsenden Diphtheriebouillon- 
kultur alltaglich eine kleine Probe und untersucht dieselbe auf Gift- 

1) Vgl. Zentralbl. f. Bakt. 82, 1918. j 

2) Interessanterweise wurde dieses Gift, mit Carbol versetzt und im 


Eisschrank aufbewahrt, so rasch (in einigen Tagen) unwirksam, daB8 nur , 
wenige Untersuchungen mit ihm ausgefiihrt werden konnten. 
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wirkung und Niederschlagsbildung, so kann man sich itberzeugen, 
daB die beiden Eigenschaften etwa zu gleicher Zeit auftreten. und 
daB die Niederschlagsbildung, ahnlich wie der Giftwert,’ allmahlich 
stiirker wird. 

Aus allen diesen Erfahrungen kann wohl der SchluB gezogen 
werden, daB der auf passende Ansiuerung in der Toxinbouillon auf- 
tretende Niederschlag, zum grofen Teil wenigstens, als ein Bazillen- 
derivat aufzufassen ist. 

Wie bereits erwaihnt, laBt sich der Niederschlag gut abzentri- 
fugieren und infolge seiner Unléslichkeit im destillierten Wasser gut 
waschen. Am besten kann er durch Elektrodialyse, wie sie vielfach 
im Institut Pauli getibt wird, von anhaftenden Salzen befreit werden. 
Bei der Elektrodialyse wandert die Suspension zur Kathode. Auch 
sehr lange elektrodialysierte Suspensionen reagieren spurweise sauer. 
Der Niederschlag ist in feuchtem Zustande hellbriunlich und schmierig. 
Nach dem Trocknen wird er dunkelbraunlich und lamellés hornartig. 
Aus der trockenen Masse l4Bt sich im Mérser ein graubraunes Pulver 
herstellen, welches sich wiederun: bei schwach alkalischer Reaktion 
mit dunkelbrauner Farbe lést. Die Lésung ist aber nach der Trocknung 
nicht mehr vollstandig, so da8 sie triibe bleibt. Diese Triibung laBt 
sich ohne wesentlichen Toxinverlust klar abfiltrieren. Auf diese Weise 
lassen sich aus schwach wirksamen nativen Toxinen hochwirksame 
Toxinpraparate herstellen. Aus 1 Liter nativen Toxins erhilt man 
etwa 100 bis 200 mg Niederschlag (Tockensubstanz) im Durchschnitt. 

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration, bei welcher 
die Niederschlagsbildung beginnt, optimal wird und wieder (im Uber- 
schuB8 der Saure) verschwindet, ergab bei verschiedenen Toxinen 
keine konstanten Werte, wie es die folgende Tabelle veranschaulicht: 


Tabelle II. 








PH.Exponenten bei 
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6,3 3,4 Fe PaaS gy 
6,8 43 aoe 
41 3,3 3,0 ° 
= 4,4 | 95-18 
48 3,6 2,5 
5,7 48 29-19 
i Re — < 2,5 aa 
vu | 60 5,8 | >85 











Wie wir sehen, variierten die Wasserstoffionexponenten von 
6,0 bis 4,1 fir den Beginn der Triibung, von 2,5 bis 5,3 fiir die optimale 
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Niederschlagsbildung und von 3,5 bis 1,8 fiir den Beginn der Wieder- 
auilésung des Niederschlages. 

Diese Erscheinung hingt von dem verschiedenen Salzgehalt ver- 
schiedener Toxine in erster Linie ab. Mit steigendem Salzgehalt ver- 
breitet sich die Flockungszone und erreicht viel mehr sauere Werte. 
SchlieBlich wird hierbei die Flockung irreversibel und geht auch bei 
sehr hohen C,, nicht mehr in Lésung. 

Die Flockungszone des toxischen Niederschlages scheint in sehr 
salzarmer Lésung zwischen p, 6,0 (Beginn der Flockung) und 3,5 
(Beginn der Wiederauflésung) zu liegen. Das Flockungsoptimum 
dirfte hier um p, 5,5 bis 5,3 gelegen sein. Darauf deutet der Versuch 
mit Toxin VII hin. Es handelte sich hier um ein aus elektrodialysiertem, 


} sehr salzarmem Niederschlag durch Auflésung in destilliertem Wasser 


mit Zusatz von so viel n/10 NaOH, als es fiir die Lésung notwendig 
war (Spuren), bereitetes Toxin. 

Dann scheint auch die Flockungszone bei frischen Toxinen niedriger 
zu liegen als bei gealterten, wo sie nach der alkalischen Seite hin ver- 
schoben zu sein scheint. Das zeigen die Versuche mit Toxinen Va 
und Vb, welche ein und dasselbe Toxin betreffen. Der Versuch Va 
wurde sofort nach der Entfernung der Toxinkultur aus dem Brut- 
schranke, der Versuch Vb 6 Wochen spiter ausgefiihrt. 

SchlieBlich dirften auch die in der Toxinbouillon enthaltenen 
anderen Kolloide einen Einflu8 auf die Flockungszone ausiiben. Die 
engste Flockungszone und das schirfste Flockungsoptimum erhielt 
ich bei der Untersuchung des bereits erwihnten, auf dem kinstlichen, 
eiweiBfreien Nahrboden hergestellten Toxins (Versuch 3). Das Flockungs- 
optimum lag hier bei p, 3,3, wahrend bereits bei p, 3,0 die Lésung 
vollig klar wurde. 

Ein gutes Bild der Niederschlagsbildung in einer Toxinlésung 
unter dem Einflu8 des Saurezusatzes gibt die Untersuchung der 
Viskositat. 

Es wurde hierzu das Toxin II verwandt. Es handelte sich um 
eine 2twa lproz. Lésung eines aus 10 Litern frischen, auf Placenta- 
bouillon bereiteten Toxins gewonnenen Sammelniederschlages in Aqua 
destillata mit Zusatz von etwas n/10 NaOH. Die Lésung wurde durch 
Zentrifugierung geklirt, war dunkel, klar und hatte bei p, 7,42 eine 
L. nekr. von 0,033. Sie war stark salzhaltig. Daher wurde auch die 
Flockungszone sehr breit, urid der Niederschlag ging auch bei py, 2,8 
nicht in Lésung. Das Toxin wurde deshalb gewahlt, weil es eine hohe 
Anfangsviskositét besaB und daher deutliche Ausschlige versprach. 
Native Toxine waren hierzu nicht zu gebrauchen. Die Ergebnisse der 
Untersuchung gibt die Tabelle III und die Kurve 1 wieder. 


Q* 
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Tabelle III. 


Zu je 5ccm Toxin Il NaOH- bzw. HCl-Zusatz und Auffiillung auf 
10ccm mit destilliertem Wasser. Die Viskosititsbestimmungen (nach 
Ostwald bei + 25°) wurden nach Abzentrifugierung des sich eventuel| 
bildenden Niederschlags durchgefiihrt. | DurchfluBzeit fiir destilliertes 

Wasser — 56°/; Sekunden (= £). 




















_Nr. der || NaOH: baw. | . | Desehilefeet | N 
Eprouvette || HCl+ oatcania a *H shea = | ty ‘ t/t pildung 


2, 5 n/100 NaOH 829 597 1,0660 

598 1,0679 
5n/100HCI 598 1.0679 
598 1,0679 
597 1,0660 
594 1,0607 


| 0, 
0, 


568 1,0143 ++4+ 
” 563 1,0054 + ah 
n/10 HCl 563 1,0054 | + mt 














SCOBAOAR WH 


| 
| 
| 
| 





2 
5 
1,0 
2,0 

| 2,5 607 1,0839 
|| 4,0 
5.0 
1,0 


— 
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Man sieht — am deutlichsten aus der graphischen Darstellung 
(Kurve 1) —, daB der optimalen Niederschlagsbildung eine Steigerung 
der Viskositat vorausgeht, welche nach dem Ausfallen der nieder- 

geschlagenen Stoffe in einen jahen 
Abfall — fast bis zur Viskositat 
des Wassers — umschligt. Der 
Hohepunkt der Viskositat entsprach 

in diesem Versuche py 5,53. 
Besonders wichtig erschien mir 
weiterhin die Frage, inwieweit die 
durch Saure erzielbare Inaktivierung 
des Toxins von der Niederschlags- 

Rave be bildung abhiangig ist. 

Ich habe bereits gezeigt, daB es gelingt, durch optimale Saure- 
fallung das Toxin quantitativ im Niederschlag zu erhalten. Es zeigte 
sich ferner, daB der so erhaltene Niederschlag im destillierten Wasser 
unléslich ist und sogar bei der Elektrodialyse nichts von einer Wirksam- 
keit verliert. 

Indessen ging aus den weiteren Versuchen hervor, daB die Nieder- 
schlagssuspension im destillierten Wasser, Meerschweinchen intra- 
kutan eingebracht, Spuren spezifischer Entziindung auslésen kann. 
Im Organismus wird also aus dem unléslichen Niederschlag wirksames 
Toxin unter Umstinden in Spuren abgespalten. Diese Wirkung des 
suspendierten Niederschlages ist jedoch nicht konstant. Es gibt Nieder- 
schlige, welche nach intrakutaner Injektion am Meerschweinchen 
iiberhaupt keine Wirkung erkennen lassen. Ist dies der Fall, dann ist 
auch die entsprechende, durch Saure getriibte Toxinprobe atoxisch, 
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wahrend Toxinproben, aus welchen durch sorgfaltige Filtration durch 
gehartete Filter in Suspension spurenweise toxisch wirksame ‘Nieder- 
schlage gewonnen werden, viel héher toxisch wirken als die gewaschene 
Suspension. Folgende Beispiele erliutern diese komplizierten Ver- 
hiltnisse (Tabelle IV und V). 


Tabelle IV. 


Toxin IV. Giftwert') 12000 bei p, 8,8. Saurezusatz zu je 5 ccm 
Toxin mit Aqua dest. bis auf 10 ccm aufgefiillt. 
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Tabelie V. 


Toxin Va (Giftwert 30000 bei py 8,5) und Toxin Vb (Giftwert 14000 
bei py 8,5). Saéurezusatz wie immer. 
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Bei Toxin IV (Tabelle IV) war bei p, 4,4 scheinbar vollkommene 
Niederschlagsbildung eingetreten. Dennoch wirkte das sehr stark 
getriibte Toxin bis tiber die Verdiinnung 1/j9) stark nekrosemachend, 
wahrend das Filtrat auch alkalisiert unwirksam war. Der in Aqua 
destillata suspendierte Niederschlag war sehr schwach toxisch. Es 
kann daher aus diesem Verhalten des Toxins der SchluB gezogen werden, 
daB hier bei p, 4,4 noch nicht die wirklich optimale Flockung erzielt 
war. Ein Teil des Toxins befand sich noch in Lésung. Dieser Teil 


1) Reziproke D. n. m. 
*) Giftwirkung von der Verdiinnung der Suspension relativ unab- 
hangig, jedoch bei allen Verdiinnungen deutlich. 
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ging zwar durch gehartete Filter nicht durch (daher die Unwirksamkeit 
des Filtrats), haftete aber zum Teil dem Niederschlag — und zwar 
in lockerer Weise — an. (Daher die toxische Wirkung des Nieder- 
schlages im Organismus.) Daf das Toxin, obgleich es das gehirtete 
Filter nicht passierte, dennoch nicht ginzlich niedergeschlagen wurde, 
zeigt das Verhalten des auszentrifugierten Niederschlages, welcher, in 
einer Pufferlésung gelést, nur einen Giftwert von 8000 gegeniiber 
dem Giftwert 12000 des unvorbehandelten Toxins zeigte. 

Setzte man dem Toxin noch mehr Saure hinzu (p, 2,1), dann 
ging fast die ganze Triibung — bis auf einen Hauch — in Lésung, 
und die Toxizitat der Lésung erhéhte sich von 100 auf 500. Das Toxin 
ging aber bei diesem Dispersitaétsgrad durch das Filter hindurch. Es 
zeigt sich also, da®B der jihe Abfall der Toxinwirksamkeit in der Nahe 
der Flockungszone nicht durch die unmittelbare Wasserstoffionen- 
wirkung, sondern durch die daneben verursachte Flockung bedingt 
wird. 

Noch interessanter sind die Verhiltnisse bei Toxin Va und Vb. 
Wie wir bereits wissen, handelte es sich hier um ein und dasselbe Toxin, 
welches jedoch das eine Mal in ganz frischem, das andere Mal in ab- 
gelagertem Zustande untersucht wurde. Zwischen der einen und der 
anderen Untersuchung sank der Giftwert des nativen Toxins von 
30000 auf 14000. Gleichzeitig, wie wir das schon gezeigt haben, ver- 
breiterte sich die Flockungszone von p, 4,8 bis 2,5 auf p, 5,7 bis 1,9. 

Wahrend nun das bei Toxin Va auf p, 3,6 fallende Flockungs- 
optimum das Toxin ginzlich niederschligt, sehen wir beim Toxin Vb 
das auf p, 4,8 verschobene Flockungsoptimum in dieser Richtung 
fast unwirksam. Der Niederschlag ist hier relativ toxinarm, so dai 
im Filtrat betrachtliche Toxinmengen nachzuweisen sind. Bei der 
folgenden Reaktion sehen wir ein erstes Minimum der Toxizitaét und 
die geringste Toxinmenge im Filtrat, worauf mit der verschwindenden 
Tribung die Toxinwirksamkeit abermals in die Héhe geht, um dann 
stetig abzufallen. 

Diese Erscheinung kann man sich dadurch erkliren, daB bei dem 
abgelagerten Toxin, durch Verschiebung der Flockungszone, die fiir 
die Niederschlagsadsorption giinstigste Dispersion des Toxins nicht im 
Bereiche des Flockungsoptimums erreicht wurde. 

In einer anderen Versuchsreihe’' kamen diese Verhiltnisse noch 
deutlicher zum Ausdruck. Es handelte sich hierbei um das salzarme 
Toxin VII, bei welchem die Flockungszone besonders hoch lag (Beginn 
bei p, 6,0). Hier war, wie die folgende Tabelle VI zeigt, bei optimaler 
Niederschlagsbildung keine véllige Inaktivierung des Toxins erreichbar, 
obgleich ein groBer Teil des Toxins vom Filter zuriickgehalten wurde. 
Durch Salzzusatz lieB sich dieser Effekt insofern verbessern, als nun- 
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mehr bei der entsprechenden Wasserstoffionenkonzentration das Filtrat 
vollig unwirksam blieb, obgleich die Suspension einen grofen Teil der 
Wirkung beibehielt. 


Tabelle VI. 


Toxin VII. Giftwert 40000 bei p, 8,2. Zusatz wie immer zu 5 ecm 
Toxin, aufgefiillt auf 10 ccm, 





Ohne Salzzusatz i Za jeder Res ihe 12,5 proz. 


H Giftwert i 6 as T Giftwert 
| Niederschlags- —- {| Niederschlagss | 


bildung fitmeet | filtriert | bildung 





| Uns 
filtriert | filtriert 


2,0n/100HC1) 7,2 klar | — | — | klar | Ps 

2.5n/100 HCl) 6,9 klar (20000; — | Hauch | 20000 | 

3,0n/100 HCl) 6,0; triib 12000 8000 | sehr trib | 7500) 4000 

3,5n/100 HCl! 5, 7 | triib | 4000} 2500 || massiger Niederschlag | 4000 | 250 
Niederschl: 

4,0n/100 HCl) 53 | | nae | 4000; 250 | manna ahasoutet “* 4000; 6 


0,6 n/10 HCl) 3,3 klar | 8000) — | Hauch jj} — a 





la. Vergleichende Untersuchungen an Diphtheriebazillennukleoproteid. 


Da, wie wir gesehen haben, die siurefillbare Substanz der Diphtherie- 
toxinlésungen, zum gro8en Teil wenigstens, nicht im Nahrboden praformiert 
zu sein scheint, sondern von den Bazillen abzuleiten ist, wobei sie in ahn- 
lichem Tempo wie das Toxin von den Bazillen gebildet wird, andererseits 
aber sicherlich nicht mit dem Toxin identisch ist, so war es am nahe- 
liegendsten anzunehmen, daB sie aus den bei alkalischer Reaktion der Kultur 
abgestorbenen Bazillenleibern entsteht. Ich habe daher anhangsweise 
noch einige orientierende Untersuchungen itiber die bei alkalischer Reaktion 
aus den Diphtheriebazillenleibern extrahierbaren EiweiSsubstanzen aus- 
gefiihrt. 

Hierzu wurden Diphtheriebazillen durch Zentrifugieren aus Bouillon- 
kulturen gewonnen, gewaschen, bis sie von Toxinspuren befreit waren, 
und mit 1% KOH einige Stunden extrahiert. Alsdann wurden die nicht 
aufgelésten Bazillenleiberreste abfiltriert und in der dicken, klaren Lésung 
das Proteid mit Essigsiure niedergeschlagen. Der Niederschlag wurde 
gewaschen, in Spuren NaOH gelést, wieder niedergeschlagen und ge- 
waschen, welche Prozedur mehreremal wiederholt wurde. Alsdann wurde 
der Niederschlag sehr sorgfaltig mit Aqua dest. gewaschen und im Vakuum 
iiber H, SO, getrocknet. Es resultierte eine hellbraune, hornartige lamellése 
Masse, welche pulverisiert wurde und sich in Spuren von NaOH klar 
gelblich léste. Eine solche 0,2 proz. Diphtheriebazillennukleoproteid- 
lésung — kurz ,,Diphtherin“‘ genannt — diente mir als Stammldsung fiir 
samtliche Untersuchungen (unter Toluol aufbewahrt). 

Zuerst wurde bei analoger Versuchsanordnung, wie die bei der Unter- 
suchung der Toxinlésungen benutzte, die Flockungszone einer verdiinnten 
(1: 10) Diphtherinstammlésung bestimmt, und zwar das eine Mal in salz- 
armer, das andere Mal in konzentrierter Salzlésung. Die Ergebnisse zeigt 
die folgende Tabelle VII. 
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Tabelle VII. 
’ } | _Niederschlagsbildung 
Zusatz } au : 
a Pu Puree in Aqua dest. | in Kochsalz 
whats ‘Aditi. 
bzw. NaCl, .|| 0, 7351 | 7,7727 7,8 klar klar 
1,0 n/1000 Hi 0, 7127 | 7, ,3873 7,4 a Hauch 
se » | 0, 6923 | 7 0361 7,0 Hauch Triibung 
. See mn 0,6635 6, ‘5405 6,5 Triibung —§ etwas abgesetzt 
4,0 "3, rh 0,6043 | 5, "5215 5,5. || grobe Flockung ganz abgesetzt 
BM 45 + || 0,5556 | 4, 6833 4,7 |\etwas abgesetzt _,, os 
0,6 n/100 HCl 0,5244 | 4,1463 4,1 Triibung Bos a 
O.7 3 sh 0,5026 | 3,7710 3,8 Spur Trtibung _,, 
Seka e 0,4869 | 3,5009 3,5 Hauch eat a 
0,9 4, Me 0,4841 | 3,4544 3,4 klar S ma 
= ane sé 0,4742 3,2823 3,3 i be ge cs 
1 Se is 0,4565 | 2,9777 3,0 a Rog LY 
20° ,, sé 0,4451 | 2,7813 2,8 i z 
2 aoe “3 0,4261 nee 2.5 i if 
5,0 0,4153 2685 2,3 ‘i *, 

















Man sicht, daB die Flockungszone der salzarmen Diphtherinlésung 
zwischen p,, 7,0 und 3,5 gelegen ist, und daB die optimale Flockung 
ziemlich scharf bei p, 4,7 stattfindet. 

Anders in salzhaltiger Lésung. Hier ist die Flockungszone ver- 
breitert. und beginnt bereits p, 7,4, wahrend sie nach unten nicht 
abzugrenzen, ist. Noch bei. py 2,3 findet vollkommene Fiallung statt, 
wahrend die salzarme Lésung bereits bei Py 3,4 vollkommen klar ist. 

In einem zweiten Versuche wurde eine konzentrierte Diphtherin- 

Tabelle VIII. 


5cem Diphtherinstammlésung. Zusatz in 5ccm Aqua dest. bzw. 
. physiologischer Kochsalzlésung. 









































Niederschlagsbildung 
mene i iat cee eo ohne Salz 
5cecm Aqua dest. : 
baw. NaCl . .|| 0,7832| 8,6006 | 86 Ker 2320 | slr 
0,50em n/100HCi| 0.7549 | 81136 | 81 | 
0,75,, sv» s» | 0.7373 | 7.8106 | 78 | E | < 
40>, 3. 2 | o7197| 7.3973 | 74 : fast ‘klar 
Sphads? a6. caw 0, 6954 | 7,0896 7,1 ‘ Hauch 
15. 5, + »» || 06759 | 6.7598 | 67 triib triib 
ia a ai 0,6398 6,1325 | 6,1 sehr triib _z. T. abgesetzt 
2,0 ,, » 55 || 0,5697 | 49260 49 abgesetzt abgesetzt 
ae ee 0.5244 4,1463 | 4,1 triib z. T. abgesetzt 
i ee 0,5037 3,7899 | 3,8 3 sehr triib 
ies. a a 0,4854 | 3,4751 3,5 Hauch triib 
Se ae is 0,4747 3,7909 3,3 klar fast klar 
SU gs co 0,4428 | 2.7418 %7 | a klar 











Die Viskositatsbestimmungen der salzhaltigen Diphtherinlésungen der 
Tabelle VIII ergaben zuniachst analoge Verhiltnisse wie bei analoger 
Untersuchung einer Toxinlésung (vgl. Tabelle IX). 
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josung benutzt (1:2), um auch die Viskositatsinderung unter dem 
EinfluB von Saurezusatz bestimmen zu kénnen. Die Flockungszone 
wurde hier einerseits in salzarmer, andererseits in mit physiologischer 
Kochsalzlésung versetzter Lisung bestimmt. Auch hier zeigte es sich, 
wie aus der Tabelle VIII zu ersehen ist, daB die Flockungszone im 
salzarmen Medium zwischen p,, 7,0 und 3,4 gelegen ist und ein Optimum 
bei py 4,9 erkennen lat. Bei Gegenwart von Salz war die Flockungs- 
zone verbreitert (p,, 7,4 bis 3,3), und das Optimum war weniger scharf 
erkennbar. Immerhin — dank der viel geringeren Salzkonzentration — 
waren die Unterschiede nicht so in die Augen springend, und die Losung 
klarte sich vollkommen bei py, 2,7 auf. 


Tabelle IX*). 


5ecm Diphtherinstammlésung. Zusatz in 5 ccm physiologischer NaCl-Lésung. 
DurchfluBzeit des Wassers °°/, Sekunden bei 25°. 


«| 
5cem phys. NaCl 
0,5cem n/100 HC | 
0,75 ,, ! 
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Wie das am deutlichsten aus der 
graphischen Darstellung (Kurve 2) 
der gewonnenen Resultate hervor- 
geht, haben wir auch hier mit einer 
Viskositatssteigerung vor der opti- 
malenNiederschlagsbildung (zwischen 
Py 7,1 und 6,7) zu tun. Nach er- 
folgter Ausfallung sinkt die Viskositat 
bis zur Wasserreibung, um dann Oiphthernstammiisung 1:21" Abhiingighert von 
mit der fortschreitenden Lésung des Wicks * 
Niederschlags in der nunmehr stark 
sauren Lésung wieder aufzusteigen. Auch dieser Anstieg hat sein Optimum 
(bei py, 4,1), worauf die innere Reibung langsam und stetig abfallt, um 
sich bei py, 2,7 der des reinen Wassers zu nahern. 


1) Vgl. hierzu Kurve 2. 
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Diese letztere Erscheinung haben wir bei der Untersuchung der Toxin- 
lésung nicht beobachtet, aus dem einfachen Grunde, weil unsere damaligen 
Niederschlage sich im Saureiiberschu8 nicht lésten. 

Bereits diese Versuche machten es wahrscheinlich, daB die siure- 
faillbare Substanz der Toxinlésungen mit dem Diphtherin verwandt ist. 
Ich habe aber noch die Flockungszone des Diphtherins in einer sterilen 
Nahrbouillon, wie sie zur Herstellung von Diphtherietoxin von uns benutzt 
wurde, untersucht. 

Wie aus der Tabelle X zu ersehen ist, verhielt sich das Diphtherin 
in Bouillon wie in einer Salzlésung. Die Flockungszone erschien verbreitert, 
das Optimum lag um py 5,0. 

Interessant war, daB der Diphtherinzusatz sowohl die Reaktion als 
das Saurebindungsvermégen der Nahrbouillon nicht in nennenswertem 
MaBe beeinfluBte. In der Bouillon allein war natiirlich keine Triibung 
nach Saurezusatz wahrnehmbar. 


Tabelle X. 


4ccm Placentabouillon Nr. 38. Zusatz in 6 ccm destillierten Wassers und 
4ccm Placentabouillon Nr. 38.4 1cem Diphtherinstammlisung. Zusatz 
in 5 ccm Aqua dest. 
































| Bouillon allein |, Bouillon + Diphtherin | aE 
Zusatz i et ta ee 

al | Pu | ue | * | Pa | By, | 

i} | || | f 
5com Aqua dest. | 0,7516| 8,0568 8,0 | 0,7465| 7,9690 8,0 | klar 
0,1 n/100 HCl. . | 0,7147| 7,4217, 7,4 | 0.7228 7'5611| 7.6 Fe 
0.2 4, 45 . . |}0,7045) 7,2462, 7,2 || 0,6958) 7,0947| 7,1 “4 
0,3 4 »» .-, | 0,671) 6.6713 6,7 | 0,6645 6,557, 6,6 | 
04 4, 4 . . | 06412) 61566 62 | 0.6436 6,1979| 62 | trib 
0,5 4, 5, . . |0,6899) 5.2737) 5,3 | 0,6019 5.4803) 5,5 | Flockung 
0,6 4, 4, . . | 0,5763) 50896 5,0 | 0,5743 5,0052| 5,0 abgesetzt 
0,7 4, 45 . . | 0,5602) 4.7624) 48 | 0,5592! 4.7452) 4,7 m 
0,8 <4, PORCH | liar = — | 0,5486) 45628) 4,6 || weniger abgesetzt 
0,9 4, 4 . . |0,5354) 4.3356) 4,3 | 0,538] 4.3821) 44 is a 
10 » » ..| = _ — ||0,5291) 4,2272) 4,2 me is 
12 4, 4 . . |0,5101 3,9002) 3,9 | 05104) 39053) 3,9 triib 
14 ,, 4, . . |0,4958 3,6540' 3,6 | 0,4948 3.6368 3,6 : 
16» i. . (0460 S688 $5 Joe} ee) 
16 5 » ..}| — | — | — |0,480013,3076 3,4 = 
1,7 ” ” e's | 0.4740 3,2788 3,3 — —_ _ 
18 oe wy ee Pe | 10,4806) 3.2082} 3.2 * 
yt ee pee | 0,4525 2,9088 2,9 | 0,4527 2.9122 2,9 | weniger triib 














2. EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Giftigkeit 
des Diphtherietoxins. 


Das Diphtherietoxin verindert sowohl unter dem EinfluB des 
Saure- als Laugenzusatzes seine Wirksamkeit. Es war nun der Haupt- 
zweck dieser Arbeit, diese Toxizitaétsinderung quantitativ als Funktion 
der Wasserstoffionenkonzentration darzustellen. 

Ich untersuchte hierzu im ganzen acht verschiedene Toxinlésungen. 
Da ich jedoch — unter den Kriegsverhiltnissen — nur iiber ein be- 
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-cheidenes Tiermaterial verfiigte, so konnte ich nur fiinfmal die Anderung 
des direkten Giftwertes, auf welche es ja hier in erster Linie ankommt, 
in Abhangigkeit von verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
untersuchen. In anderen drei Versuchen muBte ich mich nur mit 
orientierenden Feststellungen des indirekten Giftwertes (L. nekr.) 
begniigen. — Ich gebe nun die Ergebnisse dieser fiinf Analysen — 
welche drei Toxinpraparate und ein ganz frisches, sowie ein nach Ab- 
lagerung untersuchtes, natives Toxin betreffen — zuerst kurz tabel- 
larisch zusammengefaBt wieder (Tabelle XI bis XV). 


Tabelle XI. 


Toxin IV. Saureniederschlag aus 10 Liter Toxin Martha auf Bouillon 
Nr. 38, gewaschen und aufgelést in 2 Liter HCl-Boratpufferlésung (p,, 8,5428). 
Zusatz zu 5cem Toxin IV in 5cem Aqua dest. 








| Rel. 


5 | ; | 
Zusatz | gw | py | Per | Niederschlags: | Gittwert| Giftwert 


| rund bildung } | Py 8,6=100 


EE RS A A LT EE = = ~ : | 
On NaOH. . . | 0,9946 | 12,2303 | 12,2 ee | 
08, 5 «+ + | 09250 | 11,0568 | 11,0 | iain | 750| 7,5 


07, y «+ + + || 08845 | 10,3442 | 103 2500} 25 
06, 5 «+ | 0,8625 | 9.9655 | 100 4000| 40 
4,0n/10NaOH. . | 08381) 95456 9,5 | | $000} 80 
20, » «+ | 08166] 91738 | 92 | b si pa 
15, » «| 08191 | 90981 | 91 10000 | 100 
i, . . | 08066 | 90034 90 ~~ - 12000} 120 
05 ,..» .-~ | 08002} $933 | 89 | 12000} 120 
5,0 Aquadest. . . | 0,7937| 8,7813 | 88 _ 12000} 120 
O5n/10HCl. . . | 07851) 86333 86 | 10000 | 100 
1,0 » «+ + | 0,7749| 84579 | 8.5 | — 8000| 80 
1,5 .. . | 07681 | 8258 | 83 | — | 7000) 70 
2,0 ... | 07468 | 79742) 80 — | 6000] 60 
2.5 .. . || 0,7293 | 7,5611 | 7,6 klar | 4000| 40 
3,0 . . + | 05899 | 44131 4,4 grobe Flockung) < 100} <1 
3,5 . .. | 04271 | 24716 | 25 Hauch = 
4,0 .. . || 0,4047 | 20861 | 21 500 








5,0 . . « | 03864 | 1,7710 | 18 
06nHCl... . | 0,3745| 15663 | 1,6 
nee 14785 | 15 
Bs hae | 1366 | 14 
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Tabelle XII. 


Toxin VI. Siaureniederschlag aus 5 Liter Toxin Martha auf Bouillon 

Nr. 38, gewaschen, dann getrocknet. Nach einigen Monaten pulverisiert, 

aufgeschwemmt in destilliertem Wasser, elektrodialysiert, gelést in 1 Liter 

HCl-Boratpufferlésung (py 8,5428). Zusatz zu 5ccm Toxin VI in 5 ccm 
Aqua destillata, 























| ; | _ Rel. 
cape 6 "Hn aes oS idina Civ 86=100 

5,0n/10 NOH . . | 08907 | 10,4510 | 10,4 | ie PS at fe 
40 , » «+ | 08582} 98916 | 99 | ~ 25000 50 
10 » «+ . || 08044 | 89655 | 90 | _ 50000} 100 
5,0 Aqua dest. . . | 0,7810 | 8,5628 | 86 | ~ 50000 100 
0,5n/10 HCl. . . | 0.7701 | 83753 | 84 | se 40000, 80 
10 , » « «| 0/7625} 82444) 82 | — (35000 = 70 
20 » » «+ «| 07414] 7,9813 | 7,9 | — | 30000 = 60 
25 4, - F | dureh graphischeInter-| 7,6 | _ | 25 000 50 
ae gS . || polation gewonnen = 7,1 | o | 15 000 30 
| Gapeeieree . || 0.6582 | 64492 64 klar | 10000 20 
AO . | 0.4201 | 26060 | 2,5 ‘Niederschlag — 9 — 
"eee . | 04128 | 29255 | 22 | “ ~ _ 
06n HCl . . || 0,8775 16179 | 1,6 | starke Tribung} —  — 





Tabelle XIII. 


Toxin VII. Saureniederschlag aus 5 Liter Toxin Martha auf Bouillon 

Nr. 38, sorgfaltig gewaschen, feucht in Aqua dest. mit Zusatz von so viel 

n/10 NaOH, als es zur Lésung notwendig war, gelést (1 Liter). Phenol- 
gusatz (0,6%). Zusatz zu 5ccm Toxin VII in 5ccm Aqua dest. 
































Zusatz n Py Par | Niederschleg | Giftwert joer 
1,0n/10NaOH . | 08399] 9,5766 | 96 ~ ae tale, 
06, 5  . | 08268] 99511} 94 a 40000! 80 
2,5 n/100 NaOH . | 0.8002 | 88933 | 89 _ 60000 120 
10 sy, » «| 0,7851 | 86333 | 86 oa 50000 100 
5,0 Aqua dest. . . | 0.7587 | 81792 82 _ 40000 80 
0,5 n/100 HCl . . | 0.7490} 80120 | 80 o~ cette oars 
10 , 4,  .. | 0,7386 | 7,7960 | 7,8 a 35000) 70 
2,0 ,, 5. + + || grwphisch interpoliert| 7,2 — 25000; 50 
25 . » ~~ | 0,6833 | 68813 | 69 klar 000, 40 
30 , 4 .. | 06318] 56,9949 | 60 trib | 12000'° 24 
35 » + + || graphisch interpoliert | 5,7 + 4 000 | 8 
40 , 4  .. | 0.5893 | 52634 | 5,3 [Niederschlag) 4000, 8 
50 , » «. | 04854] 3.4751 | 36 klar —_ /}/=— 
0,6n/10HCl. . . | 04747 | 3.2909 33 2 8000 3=16 
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Tabelle XIV. 


foxin Va. Ganz frisches, natives Diphtherietoxin auf Nahrbouillon Nr. 38, 
Carbolzusatz (0,5%). Zusatz zu 5 ccm Diphtherietoxin in 5cem Aqua dest. 
Versuchsreihe vom 30. Oktober 1918. 





% F | Rel. 
| Py ane Giftwert  tewert 
1,5 n/10 NaOH - ; Hl oeihinck satuhpilhet _ ' 12.000 | 
| 0,8268 | 9.3511 | — | 20000! 66,6 


10 ” ” 


0,6. 5 i 0.8044 8,9655 ~ 
5 ecm Aqua dest. . | 0,7796 | 8,5388 _ 
0,25 n/10 HCl . . | graphisch interpoliert | _ | 66,6 
. . | 0.7416 | 7,8847 | _ 
. | 0,6781 | 6,7917 | _— | 20 
. | graphisch interpoliert | klar 10 
. . | 05622 | 4,7969 | Hauch 5,3 
te) 


” 


 . | 0.4919 | 35869 Niederschlag 
' | | 0.4539 | 29329 | 29  Tribung pe 
: | 0.4277 | 2.4820 Hauch ae 

| 0.4125 | 2.2203 klar ie 





Tabelle XV. 


Toxin Vb. Dasselbe Toxin wie Va, nur abgelagert. Zusatz zu 5ccm Toxin 
in 5ccm Aqua dest. Versuchsreihe vom 19. Dezember 1918. 














Rel. 
Py | Niederachlagn | Giftwert | Giftwert 
Pu 8,5=100 
P 





5 cem n/10 NaOH 0,9367 am 11,2427 : 5 2.000 | 143 
3,0n/10NaOH. . | | 0,8936 | 10,5009 - 7000) 50 
2 ye 0.8845 | 10,3442 8000; 57,2 
od 0.8664 | 10,0327 | 8000) 57,2 
. || graphisch interpoliert 8 | 10 000 | 71,5 
. . | 08268 | 93511 | 10000) 71,5 
” | | | 0.8044 | 8,9655 | 15000 107,1 
5 com Aqua dest. . | 0.7796 8,5388 14.000 | 100 
05n/10HCl. . . | 0.7416 | 7,8847 —  |10000; 71,6 
 . . | 0.6781 | 6.7917 klar | 6000) 428 
. «|| graphisch interpoliert Triibu | 4000; 286 
. . | 05622 | 4,7969 Niederschlag 2500 16,4 
eed grapbiech interpoliert | starke Triibung | 400 | 2,86 
. « + | 0,4919 | 35869 | Triibung 800; 5,72 
0,4539 | 2.9329 | Hauch 250; 1,64 


” 
” 
” 
” 











- | 0.4277 | 2.4820 100 0,7 
. | 0,4125 | 2,2203 | . 
. | 03987 19828 bic, so 
ts 0,3922 1,8709 | j wae -_ 
. . | 03838 | 1,7263 1,7 okie hei 


Das wesentliche Resultat dieser fiinf Versuche geht am anschau- 
lichsten aus der zusammenfassenden Kurve 3 hervor. Sie wurde so kon- 
struiert, daB der bei py 8,5 bis 8,6 experimentell gefundene Giftwert 
(gleich Anzahl der kleinsten nekrosemachenden Giftdosen in 1 ccm) 
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gleich ,100 gesetzt wurde, worauf simtliche Werte dementsprechend 
umgerechnet wurden (der -,,relative Giftwert‘‘ der Tabellen). Dies 
war notwendig, um die verschieden stark wirksamen Toxine miteinander 
vergleichen und in eine Kurve zusammenfassen zu kénnen. 

Die Kurve zeigt uns sehr deutlich, daB mit der steigenden C,, 
das Toxin seine Wirksamkeit verliert bzw. mit der fallenden C, bis 
zu einem gewissen Punkte immer wirksamer wird. Nach Uberschreitung 
dieses Punktes, welcher ziemlich scharf zwischen p, 8,6 und p, 9,2 
gelegen ist, fallt wiederum die Wirksamkeit des Toxins auch bei weiterem 
Abfall der C,. 

Das Diphtherietoxin besitzt also ein ziemlich scharfes Reaktions- 
optimum auf der alkalischen Seite, welches, wie gesagt, zwischen 
Py 8,6 und 9,2 gelegen ist — und in welchem es am giftigsten ist. Mit 
anderen Worten: In einem Toxin sind die meisten Giftteilchen bei 
einer Reaktion enthalten, welche um p, 8,8 gelegen ist. 


| veal 





Tn 


Verdnderung des Giftwertes von Diphiheriefoxin bei verschiedenen Wasserslofionenkonzentrationen 


Kurve 3. 


Andert sich die Reaktion nach beiden Seiten — wird sie saurer, 
als es Py 8,5, oder alkalischer, als es Py 9,0 entspricht —, so wird das 
Toxin immer farmer an giftigen Eigenschaften. Auf der sauren Seite 
beginnt das Toxin praktisch atoxisch zu werden, wenn sich seine Reak- 
tion py 5,0 nahert. Von da an zeigt unsere Kurve eine asymptotische 
Anniaherung an die Nullinie. Auf der alkalischen Seite sind analoge 
Verhiltnisse gegen p, 12,0 zu verzeichnen. 


Das Aussehen der Kurve erinnert auf den ersten Blick an eine 
Dissoziationsrestkurve eines amphoteren Elektrolyten. Sie ist in 
einem gewissen Sinne auch als solche aufzufassen. Sie zeigt ferner, 
daB die toxischen Eigenschaften an das Saureanion des Diphtherie- 
toxins gebunden sind. Die Dissoziationskonstante des Diphtherietoxins 
als Siure laBt sich auf 10-75 bis 10—% abschiatzen. 
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Im einzelnen war besonders das Verhalten der Toxine Va und Vb 
sehr interessant. Es war das, wie wir bereits mehrmals betont haben, 
ein und dasselbe native Toxin, welches jedoch das eine Mal sofort 
nach der Entfernung aus dem Brutofen, das andere Mal hingegen 
6 Wochen spiter, als das Toxin bereits abgelagert war, untersucht 
wurde. Sowohl die Wasserstoffionenkonzentration des Toxins wie 
seine Bindungsfahigkeit fir Siure und Lauge anderten sich in dieser 
Zeit nicht. Wohl aber sein Giftwert, sowie das Verhalten des Gift- 
wertes zum Siure- und Laugenzusatz. 

Wie es am deutlichsten aus der graphischen Darstellung der Gift- 
werte beider Toxine in Abhingigkeit von p, zu entnehmen ist (Kurve 4), 
betrug der Giftwert des Toxins 
nach der Entfernung aus dem 
Brutofen 30000 bei py 8,5. aver 
6 Wochen spiter war er nur “” | 
14000. Von p,, 6,8 siurewirts 
und p, 10,0laugenwirts waren s000 
jedoch die Giftwerte beider 
Toxine praktisch identisch. s 
Die Inaktivierung des Toxins 
durch Lagern betraf also nur 
diejenigen Giftteilchen, welche 
beider Reaktion zwischen p,, 6,8 
und py 10,0 abdissoziieren. 

Analoge Versuche, bei welchen jedoch nicht der direkte, sondern 
nur der indirekte Giftwert (als L. nekr.) bei verschiedenen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen bestimmt wurde, zeigten prinzipiell das gleiche 
Resultat. Die Bindungsfaihigkeit des Diphtherietoxins andert sich also 
unter dem Einflu8 verschiedener Wasserstoffionenkonzentrationen auf 
eine ganz ahnliche Weise wie die direkte Toxizitit. Die Ergebnisse 
sind hier jedoch viel ungleichmaBiger. Eine analog der Kurve 3 graphisch 
dargestellte Anderung der L. nekr. in Abhiangigkeit von dem Wasser- 
stoffionenexponenten p,, zeigt eine so starke Streuung, da sie nicht 
in eine Kurve zusammengefaBt werden kann. Dies haingt damit zu- 
sammen, da durch den verschiedenen Serumzusatz zu den einzelnen 
Toxinproben die C,, dieser letzteren in einer variierenden Weise ver- 
andert wird. Ich habe daher von der ausfiihrlichen Anfiihrung dieser 
Gruppe meiner Versuche Abstand genommen, um so mehr, als sie, 
wie gesagt, ganz analoge Resultate geliefert haben. Auch hier war 
das Optimum der Toxinwirkung zwischen p, 8,5 und 9,2 feststellbar, 
auch hier sank die Toxizitét bei p, 5 praktisch auf 0 herab. 

Die Wasserstoffionenkonzentration hat somit einen eminenten 
EinfluB sowohl auf die direkte Toxizitét als auf die antitoxinbindenden 
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6 7 3 3 9 "1 
GPrwert des Toxins Vq (+=+) und i ¢=-) in Rohdingigheit v 2 


Kurve 4. 
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Eigenschaften des Diphtherietoxins, welcher bedingt, daB es nicht mehr 
angingig ist, von einem Giftwert des Diphtherietoxins zu sprechen, ohne 
gleichzeitig die Wasserstoffionenkonzentration anzugeben, bei welcher dic 
Giftwertbestimmung ausgefiihrt wurde. 

Auf Grund der geschilderten Versuche kénnen wir uns folgende 
Vorstellung von der Natur des Diphtheriegiftes machen: 

Das Diphtheriegift ist héchstwahrscheinlich als ein amphoteres, 
niedermolekulares EiweiBspaltungsprodukt, vielleicht von Polypeptid- 
charakter, aufzufassen. fFiir seine Polypeptidnatur spricht auch die 
Tatsache, da® es, wie folgender Versuch es zeigt, durch p-Naphthol- 
isocyanid véllig unwirksam gemacht wird: 

Versuch vom 18. Marz 1919. Toxin Martha Nr. 38. Giftwert 5000. 
50 cem des Toxins werden mit 5 ccm £-Naphtholisocyanids versetzt. Es 
entsteht sofort ein kristallinischer Niederschlag. Nach dreistiindigem 
Stehen wurde der Kristallbrei abgenutscht und das Filtrat auf Giftwirkung 
untersucht. Es war atoxisch. Durch Anséuerung lieB sich im Filtrat ein 
massiger Niederschlag erzeugen, welcher bei alkalischer Reaktion gelést, 
ebenfalls atoxisch befunden wurde. SchlieBlich war auch die alkalische 
Kristallbreilésung ebenfalls ohne jegliche Toxinwirkung. 

Die Saurenatur der toxischen Eigenschaften des Diphtheriegiftes 
geht fernerhin noch aus der Tatsache hervor, daf das Gift beim Uber- 
fiihrungsversuch der Hauptmenge nach an der Anode angetroffen wird. 

Versuch vom 23. Februar 1918. Toxinpraparat VI. Lésung in 
HC!-Boratpuffer (1:2) gegen dieselbe Pufferlésung 12 Minuten bei 4,5 Milli- 
ampere iiberfiihrt. Giftwert der Fliissigkeit an der Anode etwa 25000, 
Giftwert der Fliissigkeit an der Kathode etwa 50. 


. 


Zusammenfassung. 

1. Durch passenden Séurezusatz wird im Diphtherietoxin ein 
reversibler, im UberschuB8 der Saure wieder léslicher Niederschlag 
erzeugt, welcher unter Umstinden die Gesamtmenge der toxischen 
Substanz enthalt. Dieses Verhalten erlaubt das Diphtherietoxin auf 
eine einfache Weise zu konzentrieren. 

2. Die Saureflockungszone der Diphtherietoxinbouillon ist eine 
sehr breite und schwankende und liegt zu beiden Seiten der py 5 ent- 
sprechenden Wasserstoffionenkonzentration. Ihre Breite ist vom Salz- 
gehalt sowie dem Alter der Toxinbouillon abhangig. 

3. Der Niederschlag enthalt nur dann fast das gesamte Toxin, 
wenn die optimale Flockung weit nach der sauren Seite verschoben 
ist (zwischen py, 4 und 3). 

4. Der Niederschlag ist bakterieller Provenienz und stammt nicht 
aus der Bouillon als solcher. Es konnte wahrscheinlich gemacht werden, 
daB es sich hierbei um durch bei alkalischer Reaktion ausgelaugte 
EiweiBstoffe der Bazillenleiber handelt. 





toxt 
Sev 
iom 
zit 
seit 
har 
zu 


nici 
Wa 
ma 


ver 


Lir 
dis 


gle 
sek 
we 
sto 
ahi 
vor 
tio 
un 
Av 
at 





t mehr 
, ohne 
er die 


igende 


oteres, 
eptid- 
th die 
hthol- 


5000. 
> ~Es 
digem 
rkung 
at ein 
zelést, 
vlische 


giftes 
Uber- 
wird. 
1g in 
Milli- 
5000, 


Diphtherietoxinstudien. I. 33 


5. Das Diphtherietoxin ist als ein amphoterer Elektrolyt, dessen 
toxische Natur an seine Sdureeigenschaften gebunden ist, aufzufassen. 
Seine toxische Wirksamkeit wird durch die Anderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration dementsprechend verdndert. Das Optimum der Toxi- 
zilit liegt zwischen py 8,5 und 9,2, bei py 5 einerseits und py 12 anderer- 
seits wird es praktisch unwirksam. Der Verlauf der Giftwertkurve in Ab- 
hingigkeit von dem Wasserstoffionenexponenten py dhnelt einer Disso- 
ziationsrestkurve eines amphoteren Elektrolyten. 

6. Zur Charakterisierung eines gegebenen Diphtheriegiftes gehért 
nicht nur die Angabe seines Giftwertes, sondern auch die Angabe der 
Wasserstoffionenkonzentration, bei welcher die Giftwertbestimmung ge- 
macht wurde. 

7. Analog dem direkten Giftwert andert sich unter dem EinfluB 
verschiedener C,, auch die antitoxinbindende Eigenschaft des Toxins. 

8. Die Inaktivierung des Toxins beim Lagern betrifft in erster 
Linie diejenigen Giftteilchen, welche zwischen p, 6,8 und 10,0 ab- 
dissoziieren. 


Nachtrag. 


Bereits nach der Niederschrift dieser Mitteilung erschien eine den 
gleichen Gegenstand behandelnde Arbeit von Walbum aus dem Madsen- 
schen Institut!). Walbwm hat nun ebenfalls die Anderung des Gift- 
wertes des Diphtherietoxins unter dem EinfluB verschiedener Wasser- 
stoffionenkonzentranten bestimmt, und kam zunichst zu prinzipiell 
ihnlichen Ergebnissen. Quantitativ jedoch differieren seine Resultate 
von den meinigen ganz erheblich. Walbum fand naimlich, daB das Reak- 
tionsoptimum des Diphtherietoxins um den Neutralpunkt gelegen ist 
und keine so scharfe Erhebung zeigt, wie das auf meiner Kurve zum 
Ausdruck kommt. Bereits bei p, 6,5 findet er seine Toxine praktisch 
atoxisch, und auch bei p, 8 sind sie ebenfalls fast unwirksam. 

Diese Differenz ist meines Erachtens darauf zuriickzufiihren, daB 
sich Walbum zur Auswertung seiner Toxine der Ehrlichschen sub- 
kutanen Methode bedient hat. DaB hierbei die eingespritzten Toxin- 
mengen in ihrer Reaktion wesentlich anders und in viel héherem Mafe, 
als dies bei der intrakutanen Einspritzung der Fall ist, beeinfluBt 
werden, ist einleuchtend, handelt es sich doch hier in erster Linie um 
die resorptive und nicht lokale Giftwirkung (vgl. S. 15). 


1) Diese Zeitschr. 180, 1922. 








he Zeitschrift Band 138. 
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Untersuchungen iiber die Toxinbildung. 


Von 
Fr. v. Gréer. 


(Aus der Kinderklinik, dem Laboratorium fiir physikalisch-chemische 
Biologie der Universitat in Wien, und der Universitats-Kinderklinik 
in Lemberg.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Fiirst Liechtensteinschen Spende.) 
(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 


Mit 2 Kurven im Text. 


Seit den Untersuchungen von Roux und Yersin, Escherich, Fibiger, 
Nicolle, Spronck, Madsen u. a. ist es bekannt, daB die Nahrbouillon 
unter dem EinfluB des Wachstums der Diphtheriebazillen ihre Reaktion 
andert. Entweder wird die Reaktion der Kulturflissigkeit immer 
saurer, bis die Bazillen allmahlich absterben, dann enthalt die Bouillon 
kein Toxin (Typus A von Spronck), oder aber es tritt nach anfanglicher, 
voriibergehender Siaiuerung eine allmihliche Alkaleszenzzunahme der 
Kultur ein, mit welcher auch eine Toxinproduktion verbunden sein 
kann (Typus B und C von Spronck, nach Madsen). 

Nach den in der vorangehenden Mitteilung niedergelegten Er- 
fahrungen iiber die Beeinflussung der Giftigkeit des Diphtherietoxins 
durch Wasserstoffionen lag es nun nahe, den Einflu8 dieser Reaktions- 
anderung auf das in Bildung begriffene Toxin erneut mit der modernen 
Methodik zu untersuchen. 

Hierzu mu8ten in einer und derselben Bouillonkultur diphtherie- 
toxinbildender Bazillen fortlaufende Bestimmungen der Wasserstoff- 
ionenkonzentration und des Giftwertes durchgefiihrt werden. Da aber 
die Kulturflissigkeit unter dem Einflu® der Bazillenvermehrung auch 
anderweitige chemische und physikalische Veranderungen erleidet, 
welche fir die Aufklarung der Toxinbildung von Bedeutung sein 
konnten, so empfahl es sich, neben den Cy- und Giftwertbestimmungen 
auch andere. mdéglichst vollstandige chemische und physikalische Unter- 
suchungen an der im Wachsen begriffenen Kultur fortlaufend vor- 
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qgunehmen. Ich habe daher der fortlaufenden Wasserstoffionenkonzen- 
trationsmessung und der Giftwertbestimmung einer Diphtheriebazillen- 
pouillonkultur auch Leitfihigkeitsmessungen sowie Bestiminungen des 
Drehungsvermoégens, des Brechungsindex und schlieBlich des Amino- 
stickstoffs angeschlossen. 


Methodik. 


Als Nahrfliissigkeit benutzte ich die von mir und Srnka beschriebene 
Plaeentanahrbouillon Nr. 38 vom Anfangswert des py zwischen 7,8 bis 7,9. 
Sie wurde mit dem bereits erwahnten (vgl. I. Mitteilung) Wienerstamm 
Martha" geimpft. 

Das Wachstum erfolgte in groBen, nicht allzu breiten, 3 bis 4 Liter 
fassenden Kolben bei 37°. Da Wert darauf gelegt wurde, die Untersuchungen 
imerhalb einer Versuchsreihe an einer und derselben Kulturfliissigkeit 
vorzunehmen, so wurde durch den Wattestépsel ein Glasréhrchen bis nahe 
an den Boden des Kolbens durchgefiihrt und an einen kurzen, abklemm- 
baren Gummischlauch angeschlossen. Mit Hilfe dieser Vorrichtung lieSen 
sich wahrend des Wachstums bequem kleine Kulturproben (bis héchstens 
15eem) steril aushebern, ohne die sich reichlich an der Oberflaiche der 
Nahrfliissigkeit bildende Haut zu zerstéren. Angesichts der groBen Ge- 
samtmenge der Kultur wurde die durch die tagliche Entnahme kleiner 
Proben herbeigefiihrte Anderung der Toxinkonzentration vernachlassigt. 

Die Entnahme der Proben erfolgte genau alle 24 Stunden von der 
Zeit der Beimpfung gerechnet. Sie wurden sofort bis zu 0,5% mit 5% 
Carbol versetzt und zentrifugiert. An jeder Probe wurden — bei der voll- 
standigen Versuchsreihe — folgende Bestimmungen durchgefiihrt: 

1. Elektrometrische py-Messung der nativen Proben, mit Hilfe der 
von Pauli angegebenen Apparatur, bei 20°. 

2. Analoge pq-Messung der mit konstanten Saure- bzw. Laugemengen 
versetzten Proben. 

3. Bestimmungen der spezifischen Leitfahigkeit (bei 20°) nativer und 
mit Saure bzw. Lauge versetzter Proben. 

4. Bestimmung des optischen Drehungsvermdgens nativer Proben, 
ebenfalls bei 20°. 

5. Bestimmung des Brechungsvermégens nativer Proben mit dem 
Pulfrichschen Eintauchrefraktometer bei 20°. 

6. Bestimmung des Aminostickstoffs mittels Formoltitrierung nach 
Sdérensen. 

7. Direkte (kleinste nekrosemachende Dosis) oder indirekte (Limes 
nekrosis) Giftwertbestimmung nach Rémer am Meerschweinchen, sowohl 
nativer, als auch mit n/10 NaOH bis zu py 8,5 bis 8,8 alkalisch gemachter 
Proben. 


Ergebnisse. 


Um Raum zu sparen, sehe ich von der Wiedergabe zahlloser Ver- 
suchsprotokolle ab und gebe nur die fertigen Resultate tabellarisch 
und in Gestalt synoptischer Kurventafeln zusammengefaBt wieder. 

Wenn wir zunichst die Reaktionsverhiltnisse unserer Kultur ins 
Auge fassen, so sehen wir, daf das Anfangs-py der Bouillon unter 
dem Einflu8 des Bazillenwachstums zunichst waihrend der ersten 


3* 
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24 Stunden sinkt (von 7,9 auf 7,2) im Sinne der von Spronck und auch 
Madsen beobachteten anfiinglichen Sauerung. Aber bereits vom 
zweiten Wachstumstage der Kultur beobachten wir einen deutlichen. 
stetigen Anstieg des py der Kulturfliissigkeit. Dieser erfolgt zuerst 
so rasch, daB bereits am vierten 
pt lg Wachstumstage die anfingliche 
Port e r Alkaleszenz der Bouillon iiber. 
Tis schritten ist, dann wird er all- 
CO csbcodochosil | mihlich langsamer, so daB die 
+ Pu-Kurve schlieBlich einen asymp. 
os eas 2 Sis SS totischen Charakter annimmt. 
Der héchste, bereits am neunten 
Wachstumstage erreichte Alka. 

leszenzgrad entspricht py 8,5. 
Wenn wir nun jede unserer 
Proben mit einer konstanten 
Menge n/10 HCl versetzen (in 
diesem Falle aus je 8com Kultur- 
fliissigkeit 3,2 cem n/10 HCl) und 
wiederum die Wasserstoffionen- 
konzentration derartig verin- 
derter Proben bestimmen, so 
sehen wir, daB die auf diese 
Weise erhaltene pg-Kurve eine 
andere Gestalt besitzt. Zuerst 
kommt die am ersten Tage beob- 
achtete Siuerung der Kultur an 
den mit Saure versetzten Proben 
nicht zum Vorschein: die unbe- 
wachsene Bouillon bindet genau 
der Kultur in so viel Wasserstoffionen, wie die 
oe Pegg ae ae Kulturfliissigkeit nach eintagigem 
3 oetnangediediatiia, 4) Absoluter Giftwert bei Wachstum. Erst vom zweiten 
Ptashne sera nce Kulturtage an sehen wir einen 
Proben, g spezifische Leitfihigkeit nativer Proben, stetigen Anstieg des py, ungefahr 
h) py nativer es - PH mit HCI versetzter der wachsenden Alkaleszenz der 
nativen Kultur entsprechend, je- 
doch nur bis zum siebenten Wachstumstage. In diesem Abschnitt der 
Kurve entspricht also das wachsende Saurebindungsvermégen der 
Kultur ihrer wachsenden Alkalinitét. Vom siebenten Wachstumstag: 
an sehen wir jedoch etwas ganz Merkwiirdiges: Obgleich die Alkalinitat 
der Kultur im weiteren, wenn auch langsamen Wachstum begriffen ist, 
sinkt plétzlich ihr Séurebindungsvermégen, die acht- bis neun- und 
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zehntagigen Kulturproben, 
mit denselben Sauremengen 
versetzt, reagieren saurer 
als die vorangehenden. Es 
sieht das so aus, als,ob die 
Kultur plétzlich an séure- 
bindenden Gruppen armer 
geworden wire. 

Eine analoge Erschei- 
nung beziiglich der Alkali- 
bindung lieB sich in dieser 
Versuchsreihe nicht fest- 
stellen. Die mit 3,2 ccm 
n/10 NaO H auf je 8ccm der 
Kultur versetzten Proben 
lieBen so gut wie keine 
Reaktionsschwankungen 
erkennen (py, unabhangig 
vom Alter der Kultur, 
zwischen 9,6 bis 9,7). 

Ich hoffte nun, dieser 
plétzlichen Anderung des 
Saurebindungsvermégens 
der Kultur durch Messung 
der spezifischen Leitfaihig- 
keit jeder nativen und auch 
mit Saéure bzw. Lauge ver- 
setzten Probe naherzu- 
kommen. 

Was zuerst das Ver- 
halten der spezifischen Leit- 
fihigkeit (x) der nativen 
Kultur betrifft, so hat es 
sich gezeigt, daB bereits 
nach einem Wachstumstage 
eine erhebliche Steigerung 
der Leitfihigkeit feststell- 
bar ist, wonach ein weiterer, 
etwas verlangsamter Auf- 
stieg biszum vierten Kultur- 
tage stattfindet. Alsdann 
sinkt die Leitfihigkeit ganz 
plétzlich, um weiterhin, je- 
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doch ganz langsam, geradlinig anzusteigen. Die Kurve der spezifischey 
Leitfihigkeit hat somit keine Ahnlichkeit mit der Reaktionskurve., so 
da8 die Anderung der Leitfihigkeit der Kultur wihrend des Wachstums 
in keine einfachen Beziehungen zur Reaktionsinderung zu bringen ist. 

Ganz ahnlich verhalt es sich mit der spezifischen Leitfahigkeit 
der mit Saure versetzten Proben. Auch hier haben wir gleich am 
ersten Tage einen erheblichen Anstieg, dann bis zum vierten Tage einen 
allmahlichen Abfall und schlieBlich abermals einen leichten Anstieg 
der Kurve zu verzeichnen. Abermals sind keine Beziehungen zur 
Reaktionskurve aufzudecken, dafiir zeigen die beiden Leitfahigkeits. 
kurven nicht unerhebliche Ahnlichkeit, was auch selbstverstindlich 
erscheint. Die spezifische Leitfahigkeit der mit Lauge versetzten 
Proben hat ebenfalls einen ganz ahnlichen Verlauf. 

Wenn wir uns nun der Betrachtung des Giftwertes einzelner 
Kulturproben zuwenden (in dieser Versuchsreihe wurde nur der direkte 
Giftwert bestimmt), so sehen wir, da meBbare Giftproduktion erst 
am zweiten Kulturtage, also 48 Stunden nach der Beimpfung, fest- 
zustellen ist. Wiahrend der Siuerungsperiode ist also keine Giftbildung 
wahrnehmbar. Alsdann findet jedoch ein rapider Anstieg des Gift- 
wertes der Kultur statt, welcher am siebenten Kulturtage sein Maximum 
erreicht. Der Verlauf dieses Teiles der Giftwertkurve der Kultur ist 
jedoch kein gerader, die Kurve la8t eine leichte Schweifung erkennen, 
zum Zeichen, daB der Anstieg des Gifttiters allmahlich verlangsamt 
wird. Vom siebenten Wachstumstage zeigt nun die Kurve einen rapiden 
Abfall: Trotz des weiteren, wenn auch verlangsamten Kulturwachstums 
fallt ihr Gifttiter ganz erheblich ab. 

Dieser Verlauf der Giftkurve erinnert auffallend an das Verhalten 
des Saurebindungsvermégens der Kultur bzw. an den Verlauf der 
Pu-Kurve der mit Siure versetzten Proben, zumal die beiden Erschei- 
nungen: der Abfall des Giftwertes und der Abfall des Siurebindungs- 
vermégens synchron auftreten. Wir wollen vorliufig noch keine weiter- 
gehenden Schliisse aus dieser Ahnlichkeit ziehen, da sie nur auBerlich 
oder zufallig sein kann. Sie erscheint uns jedoch interessant genug, 
um vermerkt zu werden. 

Das nahere Verstindnis der Giftwertkurve erhellt nun aus folgen- 
den, experimentell gut gestiitzten Uberlegungen. Sie ist als das Er- 
gebnis dreier Faktoren aufzufassen : 

1. Der wachsenden Tozinbildung durch die in Vermehrung be- 
griffenen Bazillen, 2.der Beeinflussung der von den Bazillen sezer- 
nierten Toxinmolekiile durch die sich gleichzeitig vertindernde Reaktion 
der Kulturfliissigkeit, 3. des autolytischen Zerfalls der Giftmolekiile, 
welche bekanntlich gerade bei alkalischer Reaktion und der Brutofen- 
temperatur durch weitgehende Unbestandigkeit ausgezeichnet sind. 
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In den ersten Wachstumstagen der Kultur wird einerseits das Gift 
rasch und in groBen Mengen von den Bazillen sezerniert, andererseits 
aber auch durch die wachsende Alkaleszenz der Kulturfliissigkeit — 
im Sinne der in der vorangehenden Mitteilung gemachten Erfahrungen — 
immer wirksamer gemacht. Diese zwei Faktoren bedingen den rapiden 
Anstieg der Giftwertkurve. Mit der Zeit jedoch wird das Gift in immer 
geringerem Mafe neu gebildet und die Reaktion der Kulturfliissigkeit 
nihert sich dem Reaktionsoptimum des Diphtherietoxins, weshalb 
auch die ,,Aktivierung‘ des frither bei niedrigeren p, gebildeten und 
daher damals nicht zur volligen Wirkung gelangenden Toxins ver- 
langsamt wird. Infolgedessen gewinnt nun der dritte Faktor — der 
autolytische Zerfall des Toxinmolekiils — die Oberhand und bewirkt 
zuerst die Schweifung, dann einen plétzlichen Abfall der Giftwertkurve. 

Die Richtigkeit dieser Auffassung zeigt uns folgende Versuchs- 
anordnung: Die nativen Kulturproben, welche zuerst bei der nativen, 
spontan erreichten und daher mit jedem Tage wechselnden Reaktion 
ausgewertet wurden, wurden nun bis zur optimalen Reaktion (py 8,8) 
mit Natronlauge versetzt und zum zweitenmal ausgewertet. Das 
Resultat dieser zweiten Auswertung zeigt uns die zweite Giftwert- 
kurve der synoptischen Tafel 1. (d) Es zeigte sich, daB bereits die vier- 
tigige Kulturprobe ebenso wirksam war wie das friiher maximal wirk- 
same siebentagige Toxin. Damit wurde aber noch nicht das Maximum 
der Giftigkeit erreicht. Dieses zeigte sich erst am fiinften Kulturtage 
und iiberschritt sehr wesentlich das spontane, erst am siebenten Kultur- 
tage auftretende Giftwertmaximum. Von da an ist auch diese korrigierte 
Kurve im jihen Abfall begriffen, zum Zeichen der stark einsetzenden 
Autolyse. 

Man sieht daraus, daB das Diphtherietoxin seiner Hauptmenge 
nach viel friiher gebildet wird, als dies die Auswertung unveranderter 
Kulturproben anzuzeigen befahigt ist. Die Differenz betrug in unserem 


Falle 2 Tage. Der Anstieg des Gifttiters wihrend dieser Zeit kann 


also nur auf die Aktivierung des bereits gebildeten Toxins durch die 
wachsende Alkaleszenz bezogen werden. Daraus ergibt sich eine prak- 
tisch wichtige VorsichtsmaBregel bei der Gewinnung des Diphtherie- 
toxins: Will man eine maximale Ausbeute an Diphtherietoxin aus 
einer Kultur gewinnen, so ist das Wachstum der Kultur friher, als dies 
dem maximalen Giftwert der unverinderten Kultur entsprechen wiirde, 
abzubrechen. Das so gewonnene Kulturfiltrat kann dann in seiner 
Giftigkeit durch optimale Alkalizugabe optimal gesteigert werden. 
Das Drehungsvermégen der wachsenden Diphtheriebazillenkultur 
verindert sich ebenfalls. Unsere unbewachsene Nahrbouillon drehte 
die Polarisationsebene nach rechts. Unter dem Einflu8 des Bazillen- 
wachstums fiel diese Rechtsdrehung zuerst langsam, dann rapid ab, 
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um ungefahr vom Zeitpunkt des absoluten Toxinmaximums (fiinfter Tag) 
wiederum, jedoch langsam, anzusteigen. 


Die Kurve des Brechungsindex lie® in unserem Versuche zwei 
Wendepunkte erkennen. Nach anfinglicher Schwankung fiel sie zuerst 
langsam bis zum siebenten Tage ab, um dann ziemlich rasch wieder 
anzusteigen. 


Umgekehrt die Kurve des Aminostickstoffs: Nach anfanglichem 
Anstieg (ersten Tag) beobachten wir eine betrachtliche Depression 
bereits am zweiten Wachstumstage, wonach ein zuerst rascher, dann 
verlangsamter Anstieg stattfindet. Am siebenten Tage haben wir auch 
hier einen deutlichen Wendepunkt. Die Kurve fallt hier ganz abnlich 
wie die des Séiurebindungsvermdgens. 

Zusammenfassend wollen wir die sich aus unserem Versuche er- 
gebende Beobachtung registrieren, daB das Maximum der aktuellen 
Giftwertkurve mit dem Maximum der Saurebindung, Minimum des 
Brechungsindex und Maximum des Aminostickstoffs zusammenfillt, 
daB dagegen das Minimum des Drehungsvermégens und das Minimum 
der Leitfaihigkeit zur Zeit des maximalen absoluten Giftwertes der 
Kultur festzustellen ist. Weitere Versuche miissen zeigen, ob diese 
Beobachtung als eine regelmiBig auftretende Tatsache aufzufassen ist. 


Tabelle II. 
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7,8 | 0,5318 | 4,2737 
7,7 | 0,5337 | 4.3064 
7,7 | 0,5532 4.6420 
8,1 | 0,5904 | 5,2823 
8,3 0,6377 | 6,0964 
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8,5 0,6562  6,4148 
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Die zweite Versuchsreihe konnte nicht mehr so vollstandig durch- 
gefiihrt werden. 
nicht den direkten, sondern den indirekten Giftwert der im Wachsen 
begriffenen Kultur bestimmt haben. 


Sie ist jedoch deswegen interessant, weil wir hier 


Die Resultate sind am besten 
aus der synoptischen Kurventafel zu entnehmen. 


Zuerst sieht man, 
daB die Reaktion der Kultur ganz analog der ersten Versuchsreihe 
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verindert wird: zuerst Abfall des py, dann stetiger, zuerst rascher, 
dann langsamer und schlieBlich asymptotischer Anstieg. Ganz ahnlich 
ist auch das Verhalten des Siurebindungsvermégens. Der Wendepunkt 
ist hier bereits am fiinften Tage zu verzeichnen. Aber auch das Lauge- 
bindungsvermégen zeigt hier analoges Verhalten. Auf Zusatz kon- 
stanter Laugemengen zu jeder Kulturprobe sehen wir zuerst einen 
leichten Abfall des py, obgleich die Alka- 
leszenz der nativen Proben im Wachsen be- 
griffen ist, dann — vom fiinften Wachstums- 
tage an — einen Anstieg: zuerst geht das 
Wachstum mit einem Verbrauch der lauge- 
bindenden Gruppen, dann mit einer Ver- 
mehrung derselben einher. Diese Verhaltnisse 
kommen in dieser Versuchsreihe deutlicher 
als in der vorausgehenden zum Ausdruck, 
weil offenbar die vorliegende Niahrflissigkeit 
ein geringeres Pufferungsvermégen besaf. 

Die Kurve des nativen (aktuellen) in- 
direkten Giftwertes zeigt hier ein ebenfalls 
analoges Verhalten. Nur war das Maximum 
des Giftwertes bereits friiher, am vierten 
Tage, erreicht, wonach ein stetiger Abfall 
erfolgte. Waren die Proben bis py 8,5 mit 
NaOH versetzt, so zeigten sie bereits einen 
Tag frither (dritter Tag) ein Maximum. Wir 
sehen somit, daB nicht nur der direkte Gift- 
wert, sondern auch das Antitoxinbindungs- 
vermégen des in Bildung begriffenen Toxins 
durch die friiher besprochenen drei Faktoren 
bestimmt wird. 

Mit Riicksicht auf die in der ersten | 
Mitteilung dargelegten Erfahrungen iiber das CTPTTVSOCT SS 
Auftreten eines toxinhaltigen Niederschlages ncuaae 
in den mit, Siure versetzten ‘Toxinproben ,, vrei Keren 2 
habe ich in den beiden Versuchsreihen auch Giftwert, c) py der nativen Proben, 
das Auftreten desselben verfolgt. Es zeigte ne Ph beware we 
sich in iibereinstimmender Weise, da der 
Niederschlag in den bis zu py 5 gesiuerten Kulturproben parallel 
mit dem Auftreten der Giftigkeit nachweisbar war, waihrend die un- 
bewachsene Bouillon diese Eigenschaft nicht besaB. Mit dem Sinken 
des Giftwertes verminderte sich jedoch die Niederschlagsbildung nicht, 
im Gegenteil, sie war mit dem wachsenden Alter der Kultur immer 
ausgiebiger. 
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Tabelle ITI. 
(Kultur mit Traubenzucker. ) 
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7,7952 
7,0878 
5,4080 
5,1068 
5,0292 
5,0379 
5,0086 
5,0379 
5,0379 
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SchlieBlich wurde auch ein Versuch an mit Traubenzucker ver- 
setzter Nahrbouillon durchgefiihrt. Wie die Tabelle III es zeigt, war 
die Reaktion der Kultur bereits am zweiten Tage deutlich sauer 
(pu = 5,4), um am vierten Tage den Endpunkt (py. = 5) zu erreichen. 
Bei py = 5 hérte das Wachstum auf. Von Toxinproduktion war hier 
keine Spur. Auch alkalisierte Kulturproben lieBen keine Giftwirkung 
erkennen. 


Zusammenfassung. 

1. An im Wachstum begriffenen Diphtheriebazillenbouillonkulturen 
wurden vom ersten Wachstumstage an tiigliche fortlaufende Bestim- 
mungen des direkten und indirekten Giftwertes, der Wasserstoffionen- 
konzentration, der Leitfaihigkeit, des Drehungsvermégens, des 
Brechungsvermégens und des Aminostickstoffs durchgefihrt. 

2. Der , aktuelle Giftwert der Kultur, d. h. derjenige Giftwert, welcher 
zu gegebener Zeit bei der spontan erreichten Reaktion der Kultur nach- 
zuweisen ist, ist als eine Resuliante dreier Faktoren aufzufassen. Diese 
Faktoren sind: 1. Toxinneubildung, 2. Aktivierung der Toxinmolekiile 
durch die wachsende Alkalitat der Kultur, 3. Autolyse der Toxinteilchen. 

3. Neben dem ,,aktuellen‘‘ Giftwert der Kultur ist der ,,absolute‘ 
Giftwert zu unterscheiden. Dieser léBt sich erst durch Alkalisierung der 
Kultur bis zu der fiir die Dissoziation des Toxins optimalen Wassersto}|- 
tonenkonzentration (py = 8,6 bis 8,8) nachweisen. 
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Untersuchungen iiber die 
Eiwei6-Cholesterinfraktionen der Sera der progressiven 
Paralytiker im Hinblick auf die Wassermannreaktion. 


Von 
Ennio Rizzatti. 


(Aus dem: wissenschaftlichen Laboratorium ,,Lazzaro Spallanzani“ des 
psychiatrischen Instituts zu Reggio-Emilia.) 


(Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin in Parma.) 


(Eingegangen am 26. Februar 1923.) 


Der chemische, physikalisch-chemische oder biologische Mechanismus 
der Erscheinung, daB ein positives Wassermannsches Serum in einem 
himolytischen System beim Zusatz von einem alkoholischen Extrakt 
aus animalischem Organ keine Himolyse zeigt, ist immer noch Gegen- 
stand der Forschung und noch weit davon entfernt, genau erklart zu 
sein. Die zurzeit vorherrschende Auffassung ist die, da8 im Blute der 
Syphilitiker gewisse verinderliche Komponenten des Serums infolge 
des besonderen Stoffwechsels dieser Kranken spezielle Modifikationen 
erlitten haben; infolgedessen wiirden sie beim Zusatz eines lipoiden 
Organextraktes — des sogenannten Antigens — seinen Dispersitatsgrad 
in der Fliissigkeit vermindern und seine Flockung begiinstigen, die in 
der Wassermannschen Reaktion ein AuSertiatigkeittreten des Kom- 
plements und ein Ausbleiben der Himolyse bewirken, in den anderen 
Prazipitationsreaktionen (Reinicke, Sachs-Georgi u. a.) aber Triibung 
der Fliissigkeit infolge der Flockung von Globulin (Zpstein und Paul, 
Niederhoff u. a.) (1, 2). Also es wiirde sich nicht mehr um eine 
spezifische Reaktion zwischen einem syphilitischen Antikérper des 
Serums und seinem Antigen, sondern lediglich eine spezielle anti- 
dispersische Wirkung des Serums der Syphilitiker handeln gegen 
Emulsionen von Lipoiden, die in den Organextrakten der bekannten 
Serumdiagnosen der Syphilis enthalten sind und welche man aus 
Tragheit noch immer Antigene nennt. 

Die Zahl der experimentellen und theoretischen Arbeiten tiber 
diese Vorginge ist in den letzten Jahren stark angewachsen. Deshalb 
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findet sich der Forscher, der sich orientieren will, nur schwerlich ip 
ihnen zurecht, vor allem wegen der Widerspriiche, denen er in den 
von den einzelnen Verfassern erhaltenen Daten begegnet. Jedoch, 
wenn auch die bedeutendsten Forscher auf dem Gebiete, wie ich oben 
bemerkt habe, zurzeit zu einer physikalisch-chemischen Erklirung 
solcher Phinomene hinneigen: der Schliissel zu ihrem Mechanismus 
ist noch lange nicht gefunden. Es gibt Forscher, die annehmen, dag 
in den Sera der Syphilitiker eine besondere Substanz enthalten sci, 
die sogenannte ,,Wassermannsche Substanz‘‘, die Wassermann selbst 
aus den Sera gewann und isolierte (3). 

Wassermann, der eine Reinickesche Reaktion benutzie, ver. 
dimnte die Mischung Syphilitikerserum— Antigen, bis er einen Nieder. 
schlag erhielt, und fand, daB dieser, gut gewaschen und wieder in 
physiologische Lésung gebracht, noch faihig war, bei Zusatz von Kom- 
plement und himolytischem System die Wassermannsche Reaktion 
zu zeigen. Diese Mengung, das sogenannte ,, Wassermannsche Aggregat, 
bildete also das spezifische Element der Reaktion, jenes, das nach 
Wassermann selbst unerlaBlich ist fiir die Erzielung jeglicher Serum- 
diagnose der Syphilis, die auf den Reaktionen zwischen Sera und 
lipoiden Antigenen beruht, wie in den Reaktionen Reinickes und Sachs- 
Georgis. Das Interessante ist, daB es Wassermann gelungen ist, das so 
erhaltene Aggregat in seine Komponenten zu teilen: namlich in eine 
Portion, die in Alkohol léslich ist und demnach lipoiden Charakter 
hat, und in eine andere, die in Wasser léslich ist und demnach 
EiweiBcharakter hat. 

Diese letztere ist die wahre in den syphilitischen Sera enthaltene 
Wassermannsche Substanz; denn sie allein kann nach Bindung mit 
einem neuen Antigen die Reaktion hervorrufen, wihrend die andere 
lipoide Substanz vom Antigen herkommt, woraus Wassermann schlieBt, 
daB in den positiven Sera eine EiweiBsubstanz ist — die Wassermann- 
sche Substanz —, welche die Eigentiimlichkeit hat, die Lipoide des 
Antigens zu binden, indem sie mit ihnen ein Aggregat bildet, das das 
Komplement zu binden vermag. Damit gibt Wassermann seiner Sub- 
stanz den Charakter eines wahren Antikérpers, der Ambozeptoren 
enthalt fiir die Lipoide menschlicher oder tierischer Zellen. Gleich- 
zeitig mit diesen interessanten Forschungen Wassermanns wurden 
andere angestellt,.um das wirkliche Vorhandensein einer speziellen 
Substanz in den positiven Sera zu beweisen und die Natur der zwischen 
Antigenen und Sera in den Flockungsreaktionen gebildeten Aggregate 
zu bestimmen. Nach Forssmann (4), der zum Teil Wassermann in 
seinen chemischen Analysen vorangegangen ist, enthilt die Wasser- 
mannsche Substanz kein Eiwei8 und ist auch kein Globulin, spezifischer 
gesprochen, wie so viele andere Forscher annehmen méichten; sie wire 
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vilmehr lipoider Natur und folgt in ihren Trennungsprozessen — 
Dialyse, Prazipitation usw. — den Globulinen. Da8’B den Globulinen 
ein wichtiger und, nach der Ansicht nicht weniger, der ausschlieBliche 
Teil der Bildung der Wassermannschen Substanz zufillt, scheint nach 
verschiedenen Untersuchungen bewiesen zu sein. Ich méchte von 
diesen diejenigen, die mir die unter den neueren erschépfendsten zu 
sein scheinen, hervorheben, naimlich die Arbeiten Kapsembergs (5), 
der mit seinen Methoden versucht hat, in den Sera die eigentlichen 
EiweiBfraktionen und die Globulinfraktionen zu trennen (durch Dialyse, 
Prizipitation mit Magnesiumsulfat und Prizipitation mit Ammonium- 
sulfat), und er kommt zu dem Schlu8, daf nur die von den positiven 
Sera isolierten Globuline auch fiir sich allein die positive Reaktion 
ergeben, wahrend jene der negativen Sera, in denselben Proportionen, 
negativ reagieren: und die EiweiSfraktionen sowohl der positiven 
wie auch der negativen Sera reagieren, natiirlich nach griindlicher 
Entfernung der Globuline, immer negativ. 

Schon Bauer und Hirsch, Elias, Neubauer, Schmidt, Miiller und 
Hough, Landsteiner, Porges und Salomon, Sachs, Altmann und Hiibsch- 
mann stellten die Hypothese auf, daB in den Wassermannschen Reak- 
tionen spezielle Globuline der Sera eine vorwiegende Rolle spielten. 
Es kénnte demnach scheinen, da8 der Traiger der Reaktion in den Sera 
eng zusammenhinge mit den in ihnen gebundenen Globulinen. 

Die Frage, die sich jetzt stellt, ist die: zu sehen, ob genannte 
Globuline in ihrer Molekilkonstitution eine solche Veranderung er- 
litten haben, dai sie sich von denen der gewoéhnlichen Sera unter- 
scheiden und also spezifisch fiir syphilitische Sera werden, oder ob sie 
sich in anderer Weise durch Adsorbieren einer anderen Substanz ver- 
andert haben. 

' Neue Reaktionen, die vorgeschlagen wurden, um festzustellen, ob 
wirklich spezielle Globuline in den Sera der Syphilitiker vorhanden sind, 
und die zusammen an Stelle der komplizierten Wassermannreaktion 
angewandt werden kénnten, haben einige bemerkenswerte Resultate 
ergeben, die jedoch bisher mehr theoretischen als praktischen Wert 
haben (Reaktion Brucks mit Salpetersiure, Reaktion Klausners mit 
destilliertem Wasser). Besondere Bedeutung haben auf diesem Gebiete, 
wie mir scheint, die neuen Forschungen von Fabinyi (6) in den Sera 
der syphilitischen (progressive Paralytiker) und nicht syphilitischen 
Geisteskranken. Indem er die genannten Sera verdiinnte und sie mit 
Lésungen von Ammoniumsulfat behandelte, fand er, daB in denen 
der Syphilitiker die Globuline eine gréBere Labilitaét zeigten, indem 
sie von den am meisten verdiinnten Salzfraktionen ausgefallt werden 
(die unterste Fallungsgrenze der genannten, 20mal verdiinnten Sera 
liegt bei einer Konzentration von 28 bis 29°% Ammoniumsulfat, wihrend 
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sie in den Sera der Nichtsyphilitiker von 31 % an aufwirts liegt). Diese 
Labilitaét gegeniiber dem Fallungsmittel — das, wie es scheint, auch 
fiir eine spezifische Reaktion angewandt werden kénnte — zeigt wieder, 
da8 die Globuline der syphilitischen Sera einen ganz besonderen Cha- 
rakter haben. Wenn die Globuline selbst keine spezifischen Eigen- 
schaften aufweisen (wie Forssmann annimmt und Wassermann in 
Hinblick auf seine Substanz glaubt, wie auch Kapsemberg gu glauben 
hinneigt), sondern andere mit ihnen gebundene oder von ihnen adsor- 
bierte Substanzen, dann ist die jetzt gestellte Aufgabe, um das Vor- 
handensein der Spezifitat der positiven Sera genau zu ergriinden, 
folgende: nachzuforschen, ob diese anderen Substanzen wirklich 
existieren und was das fiir Substanzen sind. Ein Orientierungsmitte| 
fiir die Untersuchung solcher Substanzen bot sich aus den Ver- 
haltnissen, welche aus verschiedenen experimentellen und analytischen 
Daten hervorzugehen schienen, zwischen gewisse im Serum enthaltene 
Lipoide und der Wassermannreaktion. 

Seit 1908, bald nachdem die Entdeckung Wassermanns sich sieg- 
reich in der medizinischen Praxis durchgesetzt hatte, begann Pighini 
eine Reihe von Untersuchungen iiber die Bestandteile der hierbei 
reagierenden Flissigkeiten und setzte sie mit seinen Mitarbeitern 
Carbone und Nizzi bis zum Jahre 1914 fort, wobei er folgende Tat- 
sachen feststellte : 

a) Cholesterin bei Nichtvorhandensein von Kolloiden iibt eine 
gesonderte Schutzwirkung aus auf die Blutkérperchen gegeniiber 
himolytisch wirkenden Kérpern, wie Lecithin oder spezifische Sera 
(Pighini 1908) (7). 

b) In der Cerebrospinaifliissigkeit der Geisteskranken, die Ver- 
anderungen des Zentralnervensystems aufweisen, befindet sich eine 
bemerkenswerte Menge von Cholesterin; diese Menge ist gréBer in 
jenen Fallen (progressive Paralysis), die die Wassermannsche Reaktion 
zeigen (Pighini 1909) (8, 9). 

c) Das Leberantigen von syphilitischem Fétus, zur Anwendung 
gebracht in der Wassermannreaktion, enthailt eine Menge von Chol- 
esterin, die 10- bis 15mal gréfer ist als die Leber von normalem Fétus 
(Pighint 1909) (10). 

d) Bei einigen Geisteskrankheiten, wie manischer depressiven 
Frenosis, Alkoholismus und progressiver Paralysis ist die Menge von 
Cholesterin und Oxycholesterin im Serum vergréBert: es besteht 
jedoch keine Beziehung zwischen der Gesamtquantitat von Cholesterin 
in den Sera und der Wassermannreaktion. Der Wert des Cholesterins 
im Hinblick auf diese Reaktion liegt vielmehr in seinen physikalisch- 
chemischen Gleichgewichtsbeziehungen, die es zum Lecithin in den 
Sera der Syphilitiker und der Paralytiker hat. Indem Pighini auf 
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der Tatsache, daB in den Sera der Paralytiker das Lecithin vermehrt 
ist (Bornstein, Kauffmann, Peritz), und auf der begriindeten Annahme, 
daB es in ihnen mit dem syphilitischen Toxin toxolecithinische Men- 
gungen bildet, fuBt, meint er, daB das physikalisch-chemische Gleich- 
gewicht Lecithin-Cholesterin in jenen Sera verandert wire, weshalb 
ein Teil des freien Cholesterins aktiv wirde und mithelfen kénnte, 
jenen Sera eine intensivere antihimolytische Sonderwirkung zu tiber- 
tragen (Pighini 1911) (11). Diese Hypothese griindete sich auf die 
vorher von Walbum ausgesprochene Erkenntnis der Fahigkeit, die die 
Hydroxylgruppe des freien Cholesterins hat, bestimmte Toxine und die 
spezifischen Hamolyten zu binden und auf die von Liefmann und Cohn 
aufgezeigte Tatsache, da genannte Substanz eine paralysierende 
Wirkung auf einen der beiden Teile ausiibt, die das Komplement zu- 
sammensetzen, nimlich auf die euglobulinische Fraktion (Mittelstiick). 

e) Die Verletzung und das in der Gehirnsubstanz bei Kaninchen 
und Hunden hervorgerufene Durcheinander erzeugt in ihrem Blute 
derartige Modifikationen, daf sie fiir die Wassermannreaktion positiv 
werden, eine Tatsache, die in Beziehung gebracht wurde mit der Kreis- 
erscheinung von lipoiden Substanzen (Cholesterin ?), die dem Serum 
jene!) speziellen Eigentiimlichkeiten iibertragen (Nizzi 1910) (13). 

f) Die negativen Sera kénnen positiv werden bei Hinzufiigen von 
kleinsten Quantitaten kolloider Suspension von Cholesterin (Carbone 
und Nizzi 1913) (14). 

g) Das Antigen erhéht die antihamolytische Fahigkeit des Cho- 
lesterins (Carbone und Nizzi 1913) (15). 

h) Im Serum koénnen cholesterinisch-globulinische Gemische vor- 
handen sein, die Beziehung zu der Wassermannschen Reaktion haben; 
denn in den Sera der progressiven Paralytiker wurde nach Trennung 
der beiden Fraktionen, der Eiwei8- und der Globulinbestandteile, nur 
in dieser letzten Fraktion mit Alkohol Cholesterin isoliert, das sich 
in der entsprechenden Fraktion der negativen Wassermannschen Sera 
nicht fand (Carbone und Nizzt) (14). 


Aus diesen Untersuchungen ging also hervor, daB in dem kom- 
plizierten Spiele der Wassermannschen Reaktion das Cholesterin der 
Cerebrospinal-Fliissigkeiten oder der Sera eine nicht unbedeutende Rolle 
spielen muBte, entweder wegen seines Uberschusses in aktiver Form 
(freies Cholesterin) oder wegen seiner verinderten Beziehungen zu den 


1) 2 Jahre spater berichteten Bittorf und Schidorscky (16) von analogen 
Untersuchungen bei Meerschweinchen, denen sie das Gehirn und die Leber 
verletzten, indem sie so in den Sera das Erscheinen der Wassermannreaktion 
erhielten, ohne iibrigens die Arbeit Nizzis zu erwihnen, die vollig bestatigt 
wurde. 
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Phosphatiden des Blutes, oder wegen seiner speziellen Bindungen mit 
den Globulinen. Sie blieben in dem Wust der Arbeiten zum Teil falsch 
verstanden, zum Teil unbeachtet; die neuen Beobachtungen scheinen 
jedoch wieder gréBere Bedeutung zu erlangen, da heute mehr als je 
die Auffassung sich geltend macht, daB die fragliche Reaktion nicht 
anzusehen sei als basiert auf immunitire Phinomene im Sinne von 
Bordet und Gengou, sondern daB in den Sera nicht-spezifische Sub. 
stanzen mitspielten, unter welchen das freie Cholesterin und die Glo. 
buline in Betracht gezogen werden miissen. 

Ich habe oben die Arbeiten erwahnt, die die Wichtigkeit der 
Globuline dartun. Ich méchte jetzt an die Resultate der Arbeiten 
iiber die Cholesterine erinnern. Diese Untersuchungen wurden von 
Anfang an schlecht gehandhabt. Wenn Pighini von Cholesterin- 
vermehrung in den positiven Cerebrospinal- Fliissigkeiten und von 
Kinwirkung des Cholesterins auf die Sera sprach, dann bezog es sich 
immer auf das aktive Cholesterin, auf nicht esterifizierten Alkohol, 
der also seine freie Hydroxylgruppe hat und dem Walbum (17) die 
gréBte antitoxische und antihimolytische Kraft zugeschrieben hatte. 
Ferner konnten seine analytischen Daten wegen der chemischen Identi- 
fikationsmethode des Cholesterins, das in kristallischem Zustande 
gewogen wurde, keinen absoluten Wert haben, infolge der unvermeid- 
lichen Verluste von Substanz, die mit der Methode selbst zusammen- 
hingen. (Die kolorimetrische Methode und die Fallungsmethode mit 
Digitonin wurden nachher entdeckt: weshalb jene Daten, unter- 
einander verglichen, nur relativen oder orientierenden Wert hatten.) 
Indessen wollten einige Forscher sie als absolute Werte interpretieren, 
in dem Sinne, daB der gréBte Prozentsatz Gesamtcholesterin in den 
Sera sie positiv mache fiir die Wassermannreaktion. Und so erklaren 
sich die leichten Einwande, die neulich von Margot Rothenberger- 
Nathan (18) gegen diese Ansichten erhoben wurden, welche das Gesamt- 
cholesterin in den Sera bestimmte und dabei keine Beziehung zu seiner 
Aktivitaét wenigstens in der Wassermannreaktion fand, und von Craig 
und Williams (19), die in den Kaninchen eine kiinstliche Cholesterin- 
haimie durch reichliche Ernahrung mit Cholesterin hervorriefen und 
fanden, daB sich keine Parallele zu der Wassermannreaktion in ihren 
Sera feststellen lie}. Im Gegensatz zu einigen anderen Forschern, 
wie Roehmann (20) und vor kiirzerer Zeit Henes (21), hatte Pighini 
in seinem Werke von 1912 richtig die Cholesterinhimien von den 
Wassermann-positiven Eigenschaften der Sera unterschieden. Be- 
statigen wiirden indessen die Ansichten Pighinis und seiner Mitarbeiter 
die Daten Schultz’ (23), Dérrs (zitiert von Kauders) (22) und die 
jiingsten Angaben Knudsons, Ordways und Fergussons (24), die uns 
keine ‘quantitative Verinderung des Cholesterins in den nach der 
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aitherischen Extraktion verseift, und nochmals mit Ather extrahiert. 
was die Fraktion B bildet. Der mit der Zentrifugierung erhaltene 
globulinische Bodensatz wurde zunaichst mit neuem Ammoniumsulfat. 
hernach zweimal mit 85proz. Alkohol, dann einmal mit absolutem 
Alkohol gewaschen. Die alkoholischen Flissigkeiten, vereinigt und 
abgedampft, bildeten die Fraktion C. Der so gewaschene Bodensatz 
wurde in Benzol verseift, darauf stehen gelassen und in zwei Teile 
geteilt: den dekantierten Teil, der, gewaschen und abgedampft, dic 
Fraktion D gab; den ungelésten Teil, der sich in NaOH-Lésung 
léste und in Ather extrahiert die Fraktion E ergab. In den Riick. 
stiinden dieser fiinf Fraktionen wurde das Cholesterin qualitativ mit 
der Liebermannschen Reaktion gesucht. 

Die von mir fiir die Untersuchung der Cholesterindosis angewandte 
Technik war ein wenig anders als die von Nizzi und Carbone, die die 
vierte Fraktion D abschafften, da ja das Benzol in der Extraktion 
nicht verwandt wurde. 

Die iibrigen vier Fraktionen wurden nach den giinstigsten Metho- 
den, die wir beschreiben werden, mit 200 g Chloroform extrahiert, und 
hernach wurde kolorimetrisch die Mengenbestimmung des Cholesterins 
vorgenommen. 

EiweifSfraktion. 

10ccm Serum, das keine Hamolysenprodukte enthielt, wurde 
eine gleiche Menge gesattigter Ammoniumsulfatlésung zugefiigt; nach 
griindlicher Durchmischung wurde die Flissigkeit 12 Stunden und 
mehr sich selbst iiberlassen, darauf filtriert. Das Filtrat wurde mit 
der gleichen Menge Athers extrahiert (jedesmal 5 Minuten). Die beiden 
Fraktionen: die Ather- (a) und die Wasserfraktion (b) wurden hierauf 
getrennt. Die Atherfraktion wurde bei gelinder Temperatur abgedampft 
und der Riickstand mit Natron- oder Kalilauge (25proz.) verseift, 
hieraus das Cholesterin mit 200 ccm Chloroform in sechs Portionen 
(50, 30, 30, 30, 30, 30) extrahiert. 


Globulinfraktion. 

Der Filtrationsriickstand wurde zweimal mit 85proz. Alkohol 
gewaschen, wobei man jedesmal zentrifugiert, um die Globulinfraktion 
abzutrennen, was vorziiglich gelingt: die Alkoholfraktion wird bei 
gelinder Warme abgedunstet, der Riickstand in 100ccem Chloroform 
gelést, wobei besonderes Gewicht auf seine Trockenheit gelegt werden 
muBte (Fraktion C). 

Zu den nach der Behandlung mit Alkohol tibrig gebliebenen Glo- 
bulinen figt man die Lésung von Kali- oder Natronlauge hinzu fiir 
die notwendige Verseifung; dann wird mit 200ccm Chloroform in 
geeigneter Weise in sechs Portionen extrahiert (Fraktion D). 
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Dann wurde zur Kolorimetrie geschritten. Um diese auszufihren, 
pimmt man 5cem mdglichst klarer Chloroformlésung (wenn sie nicht 
klar genug ist, kann man 10% wasserfreien Natriumsulfats hinzufiigen) ; 
zu diesen figt man dann hinzu 2 ccm Essigsiureanhydrid und !/,,ccm 
gewohnliche Schwefelsiure; dann wird die Probe 4 Stunde lang in 
ein 30 bis 35° warmes Bad gebracht und hierauf gemessen. 

Wir haben bei dieser Untersuchung fiir die Cholesterinbestimmung 
die kolorimetrische Methode allen anderen Methoden vorgezogen, indem 
wir uns des Kolorimeters von Hellige & Co. bedienten, der auf der 
Methode Autenrieths beruht, wo wir die Intensitét der Farbe der ein- 
zelnen Fraktionen mit den verschiedenen Teilen eines Kegels ver- 
glichen, der die kolorierte und bestimmte, von der naimlichen Firma 
fir die Kolorimetrie des Cholesterins gelieferte Lésung enthielt. AuBer 
der Einfachheit der Methode und der relativen Schnelligkeit, mit der 
sich die Dosisproben vollziehen, macht noch ein anderer Umstand 
die Kolorimetrie wertvoll, daB namlich die Fehlergrenze konstant ist; 
wihrend bei den anderen (der gravimetrischen, der gasometrischen usw.) 
Methoden der Fehler in absoluter Ziffer konstant bleibt und infolge- 
dessen gréBer wird, je kleinere Substanzmengen man anwendet, wie 
es in unserem Falle ware. (Uber die praktische Tragweite dieser Methode 
hat sich neulich auch Maiolo (26) in seinen vergleichenden Unter- 
suchungen ausgesprochen.) 

Ich habe insgesamt 20 Fille geprift, 10 von progressiven, nach 
Wassermann positiv reagierenden Paralytikern, 10 von anderen, negativ 
reagierenden Geisteskrankheiten. Ich arbeitete jedesmal mit zwei Sera, 
einem positiven und einem negativen, so dah die Resultate jedes ein- 
zelnen Paares untereinander vergleichbar waren. Wie man sieht, habe 
ich versucht, die Gesamtmenge des Cholesterins in vier Fraktionen 
zu teilen, indem ich die Alkoholextraktion der Fraktion 3 modifizierte. 

Wihrend Carbone und Nizzi die Globuline mit 85proz. und hernach 
mit absolutem Alkohol waschen, habe ich nur eine zweimalige Waschung 
mit 85proz. Alkohol angewandt zu dem Zwecke, nur das Cholesterin zu 
entfernen, das mit den Globulinen gefallt wurde, und um zu vermeiden, die 
etwa gebildeten labilen Cholesterin—Globulinanlagerungen zu trennen. 

Die folgende Tabelle bringt die erhaltenen analytischen Daten 
in vorliufiger Zusammenfassung. 

Wie man sieht, schwankt die Gesamtmenge des im Serum ent- 
haltenen Cholesterins ziemlich weit zwischen einem Maximum von 
0,20°% und einem Minimum von 0,13%, was verschiedene Autoren 
schon festgestellt hatten; innerhalb dieser Extreme bewegen sich in 
jedem Falle die Gesamtcholesterinmengen des Serums von anderen 
neueren Forschern (Klein und Dinkin, Rothenberger-Nathan, Knudson 
und Mitarbeiter kommen zu einem Maximum von 0,23%). 

4* 
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Tabelle I. 














-Eiweififraktionen _ Globulinfraktionen 
Diagnose - Be rere me nape 


‘ | . L. 





Manie 0015 | 001 | 010 | | 0.20708 
P. P. 0,005 | 0,027 ‘ | 0,146 
Frenastenie 0.0143 0,05 | 0.1377 
P. P. Spuren | 0.058 =| «0, | 016 

0,012 0,076 | 0,168 
e. 2 Spuren . || 0,07 | . 0,1512 
| Gehirnsyphilis 10,03 | 0,06416 | | 0,15016 
P. P. 0.0208 | 0,027 | | 0.1558 
Ist. ep. | 0 | 0,042 | | 0,142 
D. P. 0 0 || 0,0436 | 0.1364 
| Spuren | 0,041 | | 01826 
P.I P. || Spuren || 0,0708 0,1024 | 0,1732 
o | 0,04 | 0,0532 | 0,068 | 0.2060 
P.P. | 0,0138 g. | 00258 0112 | 01516 
a | 0,024 | | 0,018 0,097 | 0,1680 
P. P. | 0018 | 0,02 | 0096 | 0,134 
~ | 0027 | | 0,046 | 0,076 0,165 
P. P. 0019 «=O | 0,035 012 |. 0174 
Bs | 0,026 | | 0,038 | 0071 0,135 
| PoP. ! 0,05 0,018 | 0,1208 0,196 
In den verschiedenen Fraktionen, in die das Serum verteilt 


wurde, stellen wir die folgenden Resultate fest: 
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1. Fraktion (Eiweiffraktion) | 2. Fraktion (Eiweiffraktion) 





W.-positiv el W- -negativ. | W.-positiv | W.-negativ 








Caamielk 0,005 Del Ferro 0,015 | Cozzani 0, 006. | Del ‘Ferro 0,01 
Venturi Spuren Teggi 0,0143 | Venturi Spuren | | Teggit 0,006 
Razzaboni , | Bertelli 0,012 | Razzaboni0, 008 | Bertelli Spuren 
Rebecchi 0,0208 | Sacerdoli 0,030 | Rebecchi Spuren | Sacerdoli . 
Vezzani Spuren | Farneti Spuren | Vezzani |Farneti 0,0216 
Valdostri 0,0138 | Fangaseggi 0,040 | Valdostri neg. | Fangaseggi 0,0448 
Spettoi 0,018 | Musi 0,024 | Spettoli Spuren | Musi 0,028 
Giannini 0,019 | Ribnoli 0,027 | Giannini 0 Ribnoli 0,016 
Bertoldi 0,05 | Panciroli 0,026 Bertoldi Spuren | Panciroli Spuren 
Durchschnitt 0,014 % | Durchschnitt 0, ,009 J, | Durchschnitt =, | Durchschnitt 0,01404 9) 





3. Fraktion (Globulinfraktion) 4, Fraktion (Globulinfraktion) 
W.-positiv_ | _... Wenegativ W.-positiv ig W-negativ 


Gomer 0,027 | Del Ferro0,10 | Cozzani 00108 | Del Ferro 0,08208 
Venturi 0,058 Teggi 0,050 | Venturi 0,102 Teggi 0,0074 
Razzaboni 0,070 Bertelli 0,076 Razzaboni0,0812 — Bertelli 0,08 
Rebecchi 0,027 Sacerdoli 0,00416 | Rebecchi 0,108 Sacerdoli 0,056 
Raggioli 0,0436 | Pelacani 0,042 | Raggioli Pelacani 0,10 
Vezzani 0,0708 | Farneti 0,041 | Vezzani Farneti 0,12 
Valdostri 0,0258 | Fangaseggi 0,0532 | Valdostri 0,118 Fangaseggi 0,068 
Spettoli 0,02 Musi 0,018 | Spettoli 0,096 Musi 0,972 
Giannini 0,035 Ribnoli 0,046 (Giannini 0,12 Ribnoli 0,076 
Bertoldi 0,018 Panciroli 0,038 | Bertoldi 0,128 Panciroli 0,07 





























| 
Dirchschnitt 0,0395%o| Durchschnitt 0.0528 9q| Durchschnitt 0,105 %) | Durchschnitt 0,817 ©, 
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Zusammenfassung. 


W +++ | w—-—— 
Fraktion | 1. Fraktion 


i. 
2. 
3 


4. 
Zusammen 0,1485 Zusammen 0,16948 

Wenn wir die Daten der einzelnen Paare analysieren, sehen wir, 
daB — abgesehen von den unvermeidlichen kleinen Substanzverlusten, 
die mit diesen Methoden zusammenhangen und die wegen der erforder- 
lichen Quantitat von bearbeitetem Serum sich im Endresultat bemerkbar 
machen — sie ziemlich gut miteinander iibereinstimmen. In den beiden 
ersten (Eiwei8-) Fraktionen in den Wassermann-negativen Sera sehen 
wir eine ein wenig gréBere Quantitat Cholesterin als in den Wassermann- 
positiven Sera; in gleicher Weise ist die aus 85proz. Alkohol aus der 
Globulinfraktion (Fraktion 3) in den negativen Sera extrahierte Quan- 
titat Cholesterin gréBer, wihrend das mit den Globulinen gebundene 
und in -der Fraktion 4 bestimmte Cholesterin in den positiven Sera 
merklich gréBer ist. Ziehen wir die Summen der vier Fraktionen, 
so sehen wir, daB keine groBe Differenz zwischen dem Wassermann- 
positiven und dem Wassermann-negativen Gesamtgehalt an Cholesterin 
besteht; im Gegenteil, diese letzteren Sera kénnten in meinen Unter- 
suchungen ein wenig reicher an Gesamtcholesterin erscheinen als die 
positiven. Das bestitigen die vergleichenden Untersuchungen Can- 
natas (27) bei den Sera gesunder und luetischer Kinder und die schon 
erwihnten Rothenberger-Nathans und von Knudson und Mitarbeiter, die 
behaupten, daB keine Beziehung bestehe zwischen Gesamtcholesterin 
und positiver Wassermannreaktion der Sera. Gréfere Beachtung 
verdienen indessen die differenzierten Resultate der einzelnen Frak- 
tionen. Es kénnte scheinen, daB im Wassermann-positiven Serum 
der Paralytiker (Syphilitiker) das Cholesterin der Fraktionierung der 
eiweiBartigen Komponenten des Serums in anderer Weise folge als 
in den Wassermann-negativen Sera. Die Tatsache, daB man den 
prozentuell gréBten Teil gebundenen Cholesterins mit der Fraktion 
der Globuline in den positiven Sera gefunden hat, kénnte zu der An- 
nahme fiihren, daB in diesen gréBere Quantititen globulinischer 
Cholesterinverbindungen bestianden als in den negativen Sera. Solche 
Verbindungen miiBten in der Tat noch nachgewiesen werden, da sie, 
soweit ich unterrichtet bin, noch nicht isoliert und getrennt studiert 
wurden. Es ist auf jeden Fall mit gutem Grund anzunehmen, dab 
in allen Sera Verbindungen vorhanden sind, die den von Wolf und 
Bang in anderen organischen Fliissigkeiten nachgewiesenen Cholesterin- 
Euglobulinverbindungen analog sind; denn die globulinische Fraktion 
behalt immer Cholesterin an sich gebunden, auch nach einer zweifachen 
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Waschung mit 85 proz. Alkohol, wie wir sie vornahmen, und auch nach 
einer weiteren Extraktion mit absolutem Alkohol. Auf jeden Fall 
hitten die Wassermann-positiven Sera Globuline,. die, um sich so 
auszudriicken, mit {gréBerer Zahigkeit einen Teil des Cholesterins des 
Serums festhalten, wahrend gleichzeitig die anderen Fraktionen ces 
Serums sich als weniger reich an Cholesterin erweisen als die normalen 
Sera. Carbone und Nizzi hatten die alkoholische Fraktion in den Sera 
der Paralytiker als reicher an Cholesterin befunden, und das erklirt 
sich damit, daB sie, indem sie auch die Globuline mit absolutem Alkohol 
extrahierten, die wahrscheinlichen Bindemittel des Cholesterins mit 
ihnen zerrissen hatten, indem sie damit die alkoholische Fraktion 
bereicherten zum Schaden der folgenden Fraktionen. Unsere Daten 
tiber das Verhalten des Cholesterins der globulinischen Fraktion der 
Sera der Paralytiker wurden also mit denen der Forscher, die uns 
in diesen Untersuchungen vorangegangen sind, iibereinstimmen. 

Welchen Wert haben unsere Resultate im Hinblick auf die Frage 
des ,,quid activum“ in den Wassermann-positiven Sera? Handelt 
es sich wirklich um in gréBerer Menge in den Sera der Paralytiker 
(Syphilitiker positiver Wassermannreaktion) bestehende globulinische 
Cholesterinverbindungen oder um spezielle Kérper? Bildet das Chol- 
esterin mit den Globulinen labile Verbindungen oder ist es nur einfach 
in gréBerer Quantitét von ihnen adsorbiert? Wird eine solche Ad- 
sorption begiinstigt von dem Vorhandensein spezieller Globuline in 
den positiven Sera, oder vom Vorhandensein einer gréferen Menge 
freien Cholesterins? Bindet sich dieses letztere nur frei mit den .Glo- 
bulinen oder in ‘Form seiner Ester? Alles Fragen, die untersucht 
werden miissen und die wir in Angriff nehmen wollen, indem wir 
uns vor allem darum bemiihen werden, die erwahnten globulinischen 
Cholesterinverbindungen zu isolieren und sie in ihren chemischen und 
biologischen Eigenschaften im Hinblick auf die Wassermannsche 
Reaktion zu untersuchen. Die vorliegenden Untersuchungen sollen 
auf jeden Fall die oben erwahnten alteren und neueren Anschauungen 
iiber die Mitwirkung der Globuline und des Cholesterins am Mecha- 
nismus der zur Untersuchung stehenden Reaktion bestitigen. 
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Pankreasstudien.§ |I. 


Von 
B. Stuber. 


Experimentelie Untersuchungen iiber die 
Beeinflussung des Diabetes mellitus durch Pankreasextrakte, 


Von 
A. R. Krastel. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg im Breisg.) 
(Eingegangen am 1. Marz 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus der grundlegenden Arbeit von v. Mehring und Minkowski (1) 
und dem umfangreichen Material von experimentellen Beobachtungen 
Minkowskis an pankreopriven Hunden (2) durfte man die Schliisse 
ziehen: da das Pankreas auf den Kohlehydratstoffwechsel in spezi- 
fischer Weise einwirkt, und daB insbesondere diese Einwirkung erfolgt 
durch eine Substanz, die im Pankreas entsteht und von da aus in den 
Kreislauf gelangt. Doch ist die Frage, worauf diese Wirkung des 
Pankreas beruht und welcher Natur die Stoffe sind, welche die Aus- 
schiittung des Zuckers aus der Leber hemmen, noch immer ungeklirt 
geblieben. 

Vorliegende experimentelle Untersuchungen sollten mit zur 
Klarung dieser Frage beitragen. 

Den Ausgangspunkt der Untersuchungen bildeten die neueren 
Arbeiten von E. Vahlen (3), Ziilzer (4), Ziilzer, Dohrn und Marzer (5), 
sowie von F'rugoni (6) und anderen Autoren, denen es gelang, durch 
Injektionen gewisser Pankreasextrakte oder gewisser, aus dem Pankreas 
isolierter Stoffe, bei experimentellen Glykosurien die Menge des im 
Harn ausgeschiedenen Zuckers in bedeutendem MaBe herabzusetzen, 
zum Teil sogar die Glykosurie ganz aufzuheben. Vahlen (3), der sich 
schon seit vielen Jahren mit dieser Frage beschiftigte, ist es gelungen, 
aus dem Rinderpankreas zwei Stoffe zu isolieren, das Metabolin und 
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das Antibolin, von denen der eine (Metabolin) die aikoholische Garung 
beschleunigt, der andere (Antibolin) sie verzégert, und welche die 
Eigenschaft besitzen, sich durch intramolekulare Umlagerung ineinander 
zu verwandeln. Das Metabolin hatte ferner die Fahigkeit, bei experi- 
mentellen Glykosurien sowohl bei intravenéser, wie bei subkutaner 
Applikation die Zuckerausscheidung in bedeutendem Mafe _herab- 
gudriicken. Es handelt sich hierbei um Versuche an Tieren, die durch 
Injektionen von Phloridzin, oder Adrenalin, oder durch Pankreas- 
exstirpation diabetisch gemacht worden waren. Bei den Ziilzerschen 
Versuchen handelte es sich um ein Priaparat, das aus dem Pankreas 
von lebenden Tieren auf der Héhe der Verdauung gewonnen wurde. 
Die Verarbeitung des Pankreas beruhte hauptsichlich in einer Ent- 
giftung durch EnteiweiBung. Eine genauere Angabe iiber die Her- 
stellung dieser angewandten Pankreasextrakte war in der Literatur 
nicht ersichtlich. Ziilzer (4, 5,7) vermochte nach seinen Angaben mit 
dem ,,Pankreashormon“ auch in einer Reihe von Diabetesfallen beim 
Menschen bei intravendéser Einverleibung die Zuckerausscheidung 
bzw. die Ausscheidung der Acetonkérper im Harn voriibergehend 
ginzlich zu unterdriicken. 

Auch frihere, bisher unveréffentlichte Versuche aus dem hiesigen 
Laboratorium an pankreopriven Hunden ergaben nach subkutanen 
und intravenésen Injektionen von gewissen Pankreasextrakten eine 


stirkere Herabminderung der Zuckerausscheidung der 24stiindigen 
Harnmenge. 

Vorliegende Arbeit sollte sich nun mit etwas genauer differen- 
zierten Pankreasextraktivstoffen befassen und diese auf ihren Diabetes 
hemmenden Einflu8 genauer priifen. 


Methodik der Untersuchung. 


Die Versuche wurden zunichst an pankreopriven Hunden vorge- 
nommen. Wir benutzten hierzu ausschlieBlich Hunde mittlerer GréBe 
im Alter von 1 bis 1% Jahren mit einem Durchschnittsgewicht von 7 bis 9 kg. 
Die Exstirpation geschah nach der von Minkowski (2) angegebenen Methode 
unter streng aseptischen Kautelen in Athernarkose. Die Versuchstiere 
wurden zum Zwecke der genaueren Kontrolle des Urins im Stoffwechsel- 
kafig gehalten. Taglich um 8 Uhr morgens wurde die 24stiindige Harn- 
menge gemessen, die Reaktion und das spezifische Gewicht bestimmt und 
der Urin qualitativ nach Nylander und Trommer, und quantitativ durch 
Polarisation auf Zucker untersucht. Gleichzeitig wurde auch immer auf 
Aceton und Acetessigsiure nachgesehen, welche Proben mit ganz geringen 
Ausnahmen meist negativ waren. Der Zucker trat meistens am ersten 
bis zweiten Tage auf, nur einmal schon 12 Stunden nach der Operation. 

Da die Glykosurie gewéhnlich nicht immer parallel der Blutzuckerhéhe 
verliuft, sondern von einer Reihe von Nebenfaktoren (Funktionstiichtigkeit 
der Nieren, psychischen Einfliissen und dergleichen mehr) mit abhangig 
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ist, so stellte ich in jedem Falle auSer der taglichen Harnzuckermenze 
auch taglich morgens niichtern (9 Uhr) und abends (6 Uhr) die Hoéhe des 
Blutzuckerspiegels fest. Samtliche Blutzuckerbestimmungen wurden 
mittels der Bangschen Mikromethode ausgefiihrt (8). 

Die Ernaihrung der Versuchstiere war eine méglichst gleichméBige 
und quantitativ genau festgelegt. Die Menge der zugefiihrten Kohlehydrate 
wurde dadurch auf einer bestimmten Konstanz erhalten, und zwar bei 
jedem Versuchstier etwa 1!/, der taglich zugefiihrten Kalorien. Bei den 
Injektionen der Pankreasextrakte wurden die Blutentnahmen immer in 
den gleichen Zeitabstanden vorgenommen, um so ein klares Ubersichtsbild 
und genauere Vergleichswerte beziiglich der Verschiedenheit der Wirkung 
der einzelnen Extrakte zu erhalten. 

Es wurden jeweils vier Bestimmungen gemacht, um somit genaue 
Durchschnittswerte zu erhalten. Die Zeiten der Blutentnahmen bei den 
Injektionen waren jeweils: 

. Vor der Injektion 
5 Minuten nach der Injektion 


10. 


Vor jeder Bestimmung wurden die Lésungen genau eingestellt und 
vier Blindversuche angesetzt. 


Herstellung der Pankreasextrakte. 


Das frisch exstirpierte Pankreas wurde so gut wie méglich von Fett 
und Bindegewebe befreit, mit Seesand fein verrieben und mit Methyl- 
alkohol versetzt in der Schiittelmaschine mazeriert. Die Extraktion erfolgte 
alsdann durch achtstiindiges Kochen am RiickfluBkiihler, wobei teilweise 
(A 2) dem Methylalkohol noch 2% Schwefelséure zugesetzt wurde. Das 
Filtrat wurde mit 10 proz. Phosphorwolframsaure versetzt, bis kein Nieder- 
schlag mehr ausfiel. Nach 24stiindigem Stehen wurde der Niederschlag 
in Wasser aufgenommen, mit Bariumhydroxyd digesiert und nach etwa 
12 Stunden abfiltriert, das Filtrat mit Schwefelsiure neutralisiert und als 
Extrakt Al, bzw. als A 2 (schwefelsaurer Extrakt) am Versuchstier ge- 
prift. 

Um die oben gefillten Aminbasen noch genauer zu isolieren, wurde 
spater die Fraktionierung nach dem Verfahren zur Trennung von Basen 
in autolysierten Organen nach Kutscher (9) vorgenommen. 

Ich habe bei den vorliegenden Versuchen im Unterschied zu den vorher- 
gehenden die Extrakte folgendermaBen bezeichnet: 

Silbernitratniederschlag in saurer Lésung Ag 1 

oe » neutraler Lésung Ag 2 
» alkalischer Losung Ag 3 

Das ist in lence Ziigen ein Uberblick iiber die Methodik der Unter- 
suchungen und iiber die Herstellung der Extrakte. Es folgt nun die Be- 
schreibung des Ablaufes der einzelnen Versuche. 
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nenze Versuchsberichte. 
© des 1. Priifung der Pankreasextrakte A 1 und A 2 am pankreopriven Hunde. 
arden Versuch I bis 7. 
Hund von 7300 g, miannlich 144 Jahre alt. 
ABiye Im Versuch vom 4. Juli bis 17. August 1921. 
re Tabelle I. (s. ferner Ubersichtekurve 1.) 
den | M m 
r in Datum | — er acer | _Bltzucker Bemerkungen 
sbild RON me ER EE GE TR fete nncl Bester 
kung 


800 0,08 0,10 Gewicht 7300¢g 
am 700 0,09 , 0,10. 
fun , | 300 0,07 — 10 Uhr vormittags Pankreasexstirpation 
; _— 0,12 0,15 | ; 
5 0,14 0,20 
0,18 0,24) Gewicht 6800 ¢ 
| 0,26 | 0,30 | 
0,28 0,40. 
0,37 0,41 Versuch | vgl. Tabelle II 
0,37 0,43 
0,40 0,43 Gewicht 6600¢ 
0,39 | 0,45 
0,41  0,49° Versuch 2 vgl. Tabelle II 
0,47 0,51 
0,47 0,54 Gewicht 6200g 
0,51 0,56 
0,52 0,50 Versuch 3 vgl. Tabelle IT 
0,48 0,56 
0,35 | 0,60 
0,56 0,50 | Versuch 4 vgl. Tabelle II 
0,51 | 0,50 
0,45 | 0.49 
58.0 047 0.49 
77,0 047 0,56 
90,0 0,55 062 | Gewicht 6100g 


106,7. 0,60 0,65 


’ 
v 
’ 
0 
, 


101,0 | 0,63 060) Versuch 5 vgl. Tabelle II 
85,0 0,57 0,54 
56,0 0,50 0,48 
86,7 | 0.45 | 052 Gewicht 6200¢ 
1400 75,6 | 0.49 048 Versuch 6 vgl. Tabelle II 
_ 1250 | 625, 0.45 0,43 ‘ 
1350 56,7 0,39 | 0,47 
1300 | ‘| 598 042 0,49 
| 1450 | 72,5 047 0,53 , Gewicht 6000 g 
/ 1900 93,1 0,52 | 0,60 
| 2000 (110.0) 0,57 | 0,50 Versuch 7 vgl. Tabelle II 
_ 1700 85,0 0:45 0,43 
1350 ’ 58,0 0:39 0.35 
1100 «3,4 37,4 0:28 0,33 Gewicht 6000¢ 
(00, 28 | 448 031 0,39 
| 1700) «5,1 |) 86,7 043 0,51 
| 1900 49 93,1 054 060 Gewicht 6000g 
| 1750 61 | 106,7 | 0557 0,68 
17.VIII. 9 Uhr vorm. wahrend der intravenésen Injektion von 20 cem Pan- 
kreasextrakt A 2 plétzlich eintretender Kollaps und Exitus; nachdem das 
Tier genau 6 Wochen lang nach Totalexstirpation des Pankreas gelebt hatte. 
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Tabelle II. 


Blutzuckerwerte nach subkutaner Injektion von 
Eigenpankreasextrakt Al und A 2. 





Injizierter Extrakt: Al.j- Al}. Atl A2 Asti het: A2 
Injizierte Menge: 2ccm | 5cem | 2cem |} 2ccm | 5cem | 5ccm | 20 ccm 
Versuch: } ey! 

Datum desVersuchs: 


12. VIL | 16. VI. | 20. Vi. | 23. Vit. | 30. Vit. | 3. VIL | 9. Vin, 











5 Min. n. d. Injektion . || 0,35 | 0,45 | 0,62 | 0,68 | 0,52 

- | 0,30 | 0,42 | 0,58 | 0,67 | 0,47 
- | 0,23 | 038 | 0,54 | 0,64) 0,54 
. || 026 | 0,40 | 044 | 0,55 0,52 
- || 033 | 0,41 || 0,57 0,53 
. || 035 | 0,44 | 0,59 0,52 
. | 036) 0,47 | 0,59 0,52 
- || 0,38 | 0,49 0,59 0,51 


Vor der Injektion. . . . | 0,37 | 0,41 | 0,52 | 0,57 | 0,63 | 0,49 
| 

















Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Es zeigt sich bei den vorstehenden Versuchen, daB durch die 
Injektion dieser Pankreasextrakte eine zum Teil erhebliche, allerdings 
nur voriibergehende Senkung des Blutzuckerspiegels und eine starke 
Herabsetzung der Zuckerausscheidung im Harn herbeigefiihrt wurde 
(s. Tabelle I und II und Abb. 1). 

Wie aus den Blutzuckerwerten der Tabelle II zu ersehen ist, er- 
reichte die antidiabetische Wirkung der Extrakte fiir gewéhnlich nach 
15 bis 20 Minuten ihren Héhepunkt, um dann ziemlich rasch wieder 
abzuklingen; so daB der Blutzuckerspiegel in 1 bis 2 Stunden seine 
friihere Hohe wieder erreichte. DaB die beiden Extrakte beziiglich 
ihrer Wirkung vdllig verschieden sind, zeigt uns ein Blick auf die 
Gesamtkurve fiir Blut und Urin (Abb. 1). Wiahrend der Extrakt A | 
nur innerhalb der ersten halben Stunde zur eigentlichen Wirkung 
kommt, zeigen die Blut- und Urinwerte bei den Injektionen von A 2 
eine ziemlich konstant eintretende, tiber mehrere Tage sich erstreckende 
Nachwirkung. 

Das Ergebnis dieser Versuche veranlaBte uns, die Extrakte in 
bezug auf die Art der wirksamen Substanz etwas genauer zu unter- 
suchen. 


Zu diesem Zwecke wurde die oben erwaihnte Fraktionierung nach 
Kutscher vorgenommen und die einzelnen Fraktionen, getrennt fiir 
sich in bezug auf ihre antidiabetische Wirkung, zunachst an adrenalin- 
glykosurischen Kaninchen und spaterhin am pankreopriven Hunde 
gepriift. 
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Versuchsberichte. 
2. Priifung der Silberfraktionen an Adrenalin glykosurischen Kaninchen 


Versuchsanordnung: 


Als Versuchstiere benutzten wir nach Méglichkeit mannliche Kaninchen, 
da sie bekanntlich leichter zu katheterisieren sind. Die Tiere wurden einige 
Tage zuvor feucht ernahrt. Der Urin wurde durch einen Verweilkatheter 
aufgefangen und etwa alle 5 bis 10 Minuten untersucht. Wir injizierten 
durchschnittlich 1 cem Adrenalin in 1 prom. Lésung pro 1% kg Kérper. 
gewicht. Um eine Fesselungsglykosurie auszuschalten, wurden die Tiere 
jeweils mindestens 4 Stunde vor der Injektion aufgespannt und der Urin 
wahrend dieser Zeit genau untersucht. Bei den zahlreichen Versuchen 
wurde nur einmal eine Fesselungsglykosurie beobachtet. Bei jedem Versuch 
wurde gleichzeitig ein Kontrollversuch mit Adrenalin allein angestellt, 
um hierdurch einigermaBen sichere Vergleichswerte zu erhalten. 

_Es wiirde zu weit fiihren, alle die vielen angestellten Versuche (iiber 100) 
hier protokollarisch wiederzugeben, und ich méchte mich damit begniigen, 
hier nur kurz einige wenige Versuche zu beschreiben, die unzweideutig 
einen stark hemmenden Einflu8 auf die experimentelle Adrenalinglykosurie 
der Kaninchen aufzuweisen hatten. 

Eine groBe Anzahl der Versuche verlief ohne wesentlichen Einflus 
auf die Zuckerausscheidung im Harn. 

Zahlreiche Vorversuche mit Adrenalin allein ergaben eine Glykosurie, 
die etwa nach 40 bis 60 Minuten auftrat und durehschnittlich 12 bis 20 
Stunden andauerte. Bei einem Teil der Versuche wurden auch die Blut- 
zuckerschwankungen nach der Adrenalininjektion festgestellt. 


Versuch 54. 

Kaninchen Nr. 80, grau, mannlich. Gewicht 2340 g. 

Injektion von 2ccm Rinderpankreasextrakt Ag 1 subkutan am 
12. Oktober 1921. 





9 Ubr 15 Minuten Tier aufgespannt..... Urin, Zucker: — — 
o.,. ® pbs) eee TRE Deo a wc oi Pe a 
oy. 1 i Injektion von 2cem Rinder- 
pankreasextrakt Ag 1 subkut. - o —— 
10 , — ie ree Be ater ae De ee ie eae 9 99 —— 
10 4° 36 os Injektion von 1,5 cem Adre- 
nalin lprom. subkutan . . ¥ se oo 
£0: 4, ae 8 ae Wa RS ee on >» ~ 
os ae ae Se oe de Sa nae Ce ee ‘s pei _-— 
iv, oO ee ae Ae Bee ee es $s 9 ch ae 
lh gu bie SRS GRR eet alls mn »  Spuren 
AE i cee ph i aa ad, eas RON - + + 
ll ,, 40 oO ar ey OE Og os a ++ 
12, —- eta eee ee ee Rie wee “0 * ++ 


Das Tier zeigt stark toxische Erscheinungen, Lahmungen der Extre- 
mitaten, beschleunigte Atmung, Durchfille. 


12 Uhr 30 Minuten ............... Urin, Zucker: ++ 
lym beck oe aes HN Ce eee ey ree ‘i »  Spuren 


2 y Ba a ae TE BL Ue Oe _-— 
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Die nunmehr stiindlich untersuchten Urinkontrollen waren standig 
frei von Zucker. Um 6 Uhr nachmittags wurde nochmals 1 cem Adrenalin 
| prom. subkutan injiziert; trotzdem tritt im Urin kein Zucker mehr auf. 
Gegen 8 Uhr abends erholt sich das Tier wieder und nimmt Nahrung zu 
sich. Auch der Nachturin war frei von Zucker. Das Tier wird noch den 
ganzen niichsten Tag beobachtet und alle 3 bis 4 Stunden der mittels 
Katheters entnommene Urin auf Zucker untersucht. Samtliche Unter- 
suchungen waren negativ. 


Kontrollversuch. 


Kaninchen Nr. 82, hellgrau, mannlich. Gewicht 2300 g. 
Injektion von 1,5cem Adrenalin 1 prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach 40 Minuten und dauert etwa 16 Stunden. 


Versuchsergebnis. 


Die Glykosurie begann etwa 45 Minuten nach der Adrenalininjektion 
und dauerte etwa 3 Stunden. Sie trat trotz wiederholter Adrenalininjektion 
nicht mehr auf. 

Da bei diesem Versuch stark toxische Erscheinungen auftraten, wurde 
ein weiterer Versuch mit nur 1 ccm desselben Extraktes angestell!t. 


Versuch 56. 


Kaninchen Nr. 92, heligrau, mannlich. Gewicht 3150 g. 
Injektion von, 1cem Rinderpankreasextrakt Agi subkutan am 
14. Oktober 1921. 


9 Uhr — Minuten Tier aufgespannt .... . Urin. Zucker: — 


” 3? 


Injektion von 1 cem Rinderpankreasextrakte Ag 1. 
Urin, Zucker: — — 

Spuren 

+ + 


Spuren 


Die nunmebhr stiindlich untersuchten Urinproben waren standig frei 
von Zucker. Es traten keinerlei toxische Erscheinungen auf. Das Tier 
wurde ebenfalls noch den anderen Tag iiber beziiglich der Glykosurie beob- 
achtet. Samtliche Urinproben waren negativ. 
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Kontrollversuch. 
Kaninchen Nr. 88, hellgrau, Gewicht 2800 g. 
Injektion von 2ccm Adrenalin 1 prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach etwa 1 Stunde und dauert etwa 14 Stunden. 


Versuchsergebnis. 
Der Extrakt wurde diesmal eine Stunde vor dem Adrenalin injiziert. 
Die Glykosurie begann auch bei diesem Versuch etwa 45 Minuten nach 
der Adrenalininjektion und dauerte etwa 4 Stunden. Toxische Erscheinungen 
traten nicht auf. 


Versuch 56. 


Kaninchen Nr. 98, grau, minnlich. Gewicht 2720 g. 

Injektion von lecm Rinderpankreasextrakt Ag1 subkutan am 
16. Oktober 1921. 
6 Uhr 30 Minuten nachmittags Tier aufgespannt, Urin, Zucker: — — 
6 45 . ae 


Ti» Injektion von 1 ccm Rinderpankreasextrakt Ag 1 
7 Urin, Zucker: o- 


Das Tier wird die Nacht iiber im Stoffwechselkafig gehalten und der 
gesamte Urin aufgefangen. “Jrinprobe war negativ. 
9 Ubr 30 Minuten vormittags wieder aufgespannt. Urin, Zucker: — 

45 

10 - 
10 
30 - 
50 ~ 
- Spuren 
10 + 
or 7 aL 
- - + 
20 ~ 


Die weiteren Urinproben waren samtlich frei von Zucker. 


Kontrollversuch. 


Kaninchen Nr. 93, schwarzwei®, mannlich. Gewicht 2600 g. 
Injektion von 2ccm Adrenalin 1 prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach 40 Minuten und dauert etwa 16 Stunden. 


Versuchsergebnis. 
Der Extrakt wurde diesmal 15 Stunden vor dem Adrenalin injiziert. 
Die Glykosurie begann nach etwa 1 Stunde und dauerte etwa 3 Stunden. 
Toxische Erscheinungen traten auch bei diesem Versuch nicht auf. 
Von weit gréBerem Interesse waren die Versuche mit dem Rinder- 
pankreasextrakt Ag 3, von denen ich kurz einige wenige hier beschreiben 
mochte. 
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Versuch 63. 


Kaninchen Nr. 103, weiBgrau. Gewicht 2300 g. 
Injektion von 0,5ccm Rinderpankreasextrakt Ag 3 subkutan am 
2. Oktober 1921. 
Uhr — Minuten Tier auvfgespannt Urin Zucker: _-— 
30 ponent 
jiziert, 45 Injektion von 0,5 cem Rinderpankreasextrakt Ag 3 
nach — Urin Zucker: — — 
ungen 30 : 
45 Injektion von 1,5 ccm Adrenalin 1 prom. eubiciten. 
Urin Zucker: — — 


cosurie 


Spuren 
Die nunmehr zuerst viertelstiindlich, pause nur noch alle Stunden 
untersuchten Urinproben waren immer frei von Zucker. Irgendwelche 


toxische Erscheinungen wurden nicht bemerkt. Das Tier wurde noch den 


ganzen nichsten Tag beziiglich einer auftretenden Glykosurie beobachtet. 
Es waren aber sémtliche Urinkontrollen negativ. 


Kontrollversuch. 
Kaninchen Nr. 106, grau, mannlich. Gewicht 2450 g. 
Injektion von 2cem Adrenalin | prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach etwa 50 Minuten und dauert etwa 12 Stunden. 


Versuchsergebnis. 
Der Extrakt wurde eine Stunde vor dem Adrenalin injiziert. Die 
Glykosurie trat erst nach etwa 14% bis 2 Stunden auf und dauerte nur 
gegen 1% Stunden. Es traten keinerlei Nebenerscheinungen auf. 


Versuch 64. 
Kaninchen Nr. 104, schwarz, mannlich. Gewicht 1500 g. 
Injektion von 0,5 cem Rinderpankreasextrakt Ag 3 subkutan am 
24. Oktober 1921. 


Urin Zucker: — — 
Injektion von 0,5 cem Rinde: “pankreasextrakt Ag3 

Urin Zucker: — — 
Injektion von 1 ccm Adrenalin 1 prom. 


” ” 


Biochemische Zeitschrift Band 138. 
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Der Urin wurde alle 10 bis 15 Minuten untersucht und standig fre 
von Zucker angetroffen. Um 3 Uhr nachmittags wurde noch einmal | ccm 
Adrenalin injiziert. Es trat aber trotzdem bis 5 Uhr keine Glykosurie auf. 

Das Tier wird dann auBer Versuch gesetzt und der Urin noch weitere 
24 Stunden beobachtet; es trat aber niemals Zucker auf. 


Kontrollversuch. 
Kaninchen Nr. 105, hellgrau, weiblich. Gewicht 1700 g. 
Injektion von 1 ccm Adrenalin 1 prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach 1 Stunde und dauert etwa 9 Stunden. Die Diurese war bej 
dem Kontrolltier gegeniiber den anderen Versuchen wesentlich geringer. 


Versuchsergebnis. 

Der Extrakt wurde etwa eine halbe Stunde vor dem Adrenalin injiziert. 
Zum ersten Male bei den Versuchen trat iiberhaupt keine Glykosurie auf; 
trotz wiederholter Adrenalininjektion. Auffallend ist allerdings auch bei 
dem Kontrolltier das relativ spite Auftreten und das etwas ungewohnte 
rasche Abklingen der Glykosurie. Wir haben aber bei unseren Versuchen 
ofters bei den Tieren mit sehr niederem K6rpergewicht ein weniger leichtes 
Ansprechen fiir Adrenalin bemerkt. 

Um die Wirkung dieser Extrakte nochmals aufs genaueste zu kon- 
trollieren wurden noch einige weitere Versuche an etwas kraftigeren Ka 
ninchen und mit ganz frischem Adrenalin vorgenommen 


Versuch 67. 


Kaninchen Nr. 108, dunkelgrau, minnlich. Gewicht 2500 g. 


Injektion von 0,5ccm Rinderpankreasextrakt Ag 3 subkutan am 
29. Oktober 1921. 


9 Uhr 30 Minuten Tier aufgespannt .... . Urin Zucker: — — 
25. eh eee Oe ee oa ae ‘i a _-— 
1, — bh 5 ete KS A re -- 
10 jo 36 $s Injektion von 0,5 com Rinderpankreasextrakt Ag 3 
10 ,, 30 Bi SOR Sa ead Urin Zucker: — — 
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Die weiteren Urinproben wurden standig frei von Zucker befunden. 
Auch die Urinkontrolle iiber den nachsten Tag hin ergab keine Glykosurie 
mehr. 


Kontrollversuch. 


Kaninchen Nr. 109, dunkelgrau, mannlich. Gewicht 2700 g. 
Injektionen 1,8ccm Adrenalin 1 prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach etwa 40 Minuten und dauert etwa 13 bis 14 Stunden. 


Versuchsergebnis. 

Der Extrakt wurde wie bei dem vorhergehenden Versuch etwa eine 
halbe Stunde vor dem Adrenalin injiziert. Die Glykosurie trat erst nach 
etwa 3 Stunden auf und dauerte nur % bis % Stunden. Auch war die 
Starke der Glykosurie im Vergleich zu den anderen Versuchen hier auBerst 


gering. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die nach Kutscher in Fraktionen getrennten, aus Rinderpankreas 
gewonnenen Extrakte wirkten zum gréBten Teil in Dosen tiber 1 com 
fir Kaninchen stark toxisch. Sie wurden daher zuvor an Meer- 
schweinchen auf ihre Toxizitét gepriift und alsdann in entsprechend 
geringerer Dosis oder Verdiinnung angewandt. Von den Extrakten 
hatten nur die Ag 1l- und Ag 3-Fraktion einen nennenswerten Einflu8 


auf die Adrenalinglykosurie der Kaninchen. Wahrend bei den Kontroll- 
tieren die Adrenalinglykosurie mindestens 12 Stunden andauerte, 
gelang es durch Injektionen unserer Extrakte, die Glykosurie auf 1 bis 
3 Stunden zu reduzieren und auch deren Beginn um mebhrere Stunden 
zu verzogern. 

Durch weitere Versuche sollten die Extrakte noch am pankreo- 
priven Hunde auf ihren diabeteshemmenden Einflu8 geprift werden. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Es zeigt sich bei den vorstehenden Versuchen, da8 durch In- 
jektionen der nach Fraktionen getrennten Extrakte ebenfalls nur eine 
voriibergehende, zum Teil allerdings etwas stirkere Senkung des Blut- 
zuckerspiegels mit gleichzeitiger Herabminderung der 24stiindigen 
Zuckerausscheidung im Harn herbeigefiihrt wurde (s. Tabelle III 
und IV und Abb. 2). 

Eine wesentlich intensivere Einwirkung, wie man vielleicht in 
bezug auf die reineren Substanzen hatte erwarten kénnen, ist aber 
nicht eingetreten; allerdings wurde im Vergleich zu den fritheren Ver- 
suchen mit den Extrakten Al und A2, von diesen Extrakten hier 
nur ganz geringe Dosen (0,5 bis 1,0 ccm) injiziert, da zahlreiche Ver- 
suche an Meerschweinchen und Kaninchen zeigten, daB die Extrakte 

5* 
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B. Stuber: 


3. Priijung der Silberfraktion Ag 1,.Ag 2 und Ag 3 am pankreopriven Hunde. 
Versuch 1 bis 6. 
Hund von 9300 g Gewicht, weiblich, 144 Jahre alt. 
Im Versuch vom 5. Januar bis 19. Februar 1922. 












Tabelle III. (8. auch Ubersichtskurve Abb. 2). 
































= ll Urine Zucker Blutzucker iinet 
oe ymens yoy |g | 9 Une | 6 Une | Re tees 
j | | | } 
5.1. | 700) — | — | 009) 010) Gewicht 9300g 
6. 800 | — | — | 008} 0,10) 
of 500 | 0,1 0,5 | 0,09  -— || 10Ubr vormittags Pankreasexstirpation 
8.° || 1200! 05 | 60 | 0.28) 032) 
9. 1500 | 1,5 | 22,5 | 034 0,41 Gallfarbstoff + 
10. 1200 | 24 | 288 | 036 | 0,39) is + 
1. 1000 | 3.0 | 300 | 035 0,42 | a 
12. 800 | 2,6 | 20,8 | 0,35 0,41 | a4 + 
13. 700 |, 2,0 | 14,0 | 0,34 | 0,39 | Gewicht 7900g 
14. 800 | 1,8 | 14,4 | 0,36 0,40) Gallfarbstoff + 
15. 1200 | 14 | 168 | 0,38 | 0,42 | rs + 
16. 800 | 0,2 1,6 | 0,35 | 0,35 | Versuch 1 vgl. Tabelle IV 
17, 700 || 0,2 1,4 | 0,31 | 0,37 | 
. | Gewicht 7800 g 
| Versuch 2 vgl. Tabelle IV 




















1900 || 20 | 38,0 
14. 2000 || 13 | 26,0 
15. 1700 | 2,0 | 34,0 
16. 1400 | 4,5 | 63,0 
17. 1700 | 4,5 | 76,5 
18. 1900 || 2,7 | 40,3 
19. — 


Gegen 4 Uhr nachmittags 


0:29 


wird das Versuchstier tot im Kafig auf- 
gefunden. Das Tier hatte eine Lebensdauer von etwa 6 Wochen nach der 
Totalexstirpation des Pankreas. 































Gewicht 7200 g 


Versuch 3 vgl. Tabelle IV 


Gewicht 7000 g 


Versuch 4 vgl. Tabelle IV 


Gewicht 7100g 


Versuch 5 vgl. Tabelle IV 


Gewicht 7100g 
Versuch 6 vgl. Tabelle IV 
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Tabelle IV. 
Blutzuckerwerte nach subkutaner Injektion von 
Eigenpankreasextrakt Ag 1, Ag 2 und Ag 3. 








Injizierter Extrakt: | 
Injizierte Menge: || 03cm | 1,0 ccm OS geen: aoe 


| Agi | Agi || Ag2 | Ag2 |] Ag3 | Ag3 
05cm | 0,5ccm 





Versuch : i} b @ 
Datum des Versuchs: | 16. 1. 20. L. 26. I. LT. |} 70. | 13.11. 


Vor der Injektion | 0,35 0,41 | 0,51 | 0,56 | 0,39 
5 Min. nach der Injektion . . | 0,38 | 0,45 | 0,56 0,53 | 0,37 
i0 . . 030 | 0,40 |) 0,41 0,42 | 0,30 
15 - . 0.28 | 0,32 | 0,52 0.40 | 030 
20 a 0,31 | 0,45 0,41 | 0,26 
30 2s 0,34 | 0,48 | 0,42 | 0,29 
60 ode 037 | 0,50. 0,41 | 0.28 

120 ‘ | 0,37 | 0,51 | 042 | 030 


180 ea 039 | 0.49 | 0.43 | 0,40) 0,28 








in gréBeren Dosen starke toxische Erscheinungen, bisweilen mit Exitus 
nach 4 bis 1 Stunde hervorrufen. Bei unseren Versuchen hier am 
pankreaslosen Hunde waren aber keinerlei Nebenerscheinungen auf- 
getreten. Wie bei den Vorversuchen an den adrenalinglykosurischen 
Kaninchen, so zeigte auch in diesem Versuche am pankreopriven 
Hunde der Extrakt Ag 3 den weitaus gréBten antidiabetischen EinfluB. 
Der Versuch vom 7. Februar (Tabelle IV) zeigt die stiarkste und rascheste 
Senkung des Blutzuckerspiegels, die tiberhaupt bei unseren Versuchen 
erreicht wurde (von 0,56 auf 0,40 in 5 Minuten). 

Auffallend bleibt das sofortige Sinken des Zuckerspiegels nach 
der Injektion, waihrend bei fast allen anderen Versuchen in den ersten 
5 Minuten ‘ein geringer Anstieg zu verzeichnen war. 

Es handelt sich bei den hier aufgefiihrten Versuchen selbstver- 
stindlich um eine Totalexstirpation des Pankreas. Minkowski (2) 
betont ausdriicklich die Wichtigkeit der vollstandigen Exstirpation 
des Pankreas; denn schon vereinzelte Reste der Driise kénnen das 
Zustandekommen des Diabetes verhindern bzw. einen intermittierenden 
Verlauf verursachen. Diese Fille, von denen wir auch einzelne erlebten, 
sind hier absichtlich nicht erwahnt, obwohl auch bei diesen Versuchen 
eine ziemlich eindeutige Senkung des Zuckerspiegels in Blut und Urin 
erzielt wurde. 

Zusammenfassung. 

Durch subkutane und intravenése Injektionen von Pankreas- 
extrakten konnte eine zum Teil sehr erhebliche, allerdings nur vor- 
iibergehende Senkung des Blutzuckerspiegels herbeigefiihrt werden. 

Die antidiabetische Wirkung erreichte fiir gewohnlich nach 15 bis 
20 Minuten ihren Héhepunkt, um dann ziemlich rasch wieder abzu- 
klingen, so da8 der Blutzuckerspiegel nach 2 bis 3 Stunden wieder 
zu seiner alten Hohe gelangte. 





Die 24stiindige Gesamt- |§ Darste 
zuckerausscheidung im | biogen 
Harn war an den Versuchs- @ in wei 
tagen dem Sinken des Blut- 
zuckerspiegelsentsprechend | 
jeweils herabgesetzt. 1) 

Ein Teil der Extrakte 1889. 
vermochte auch bei Kanin- phy 
chen die Adrenalinglyko- und M 
surie erheblich abzukiirzen, klin. V 
in einem Falle sogar ganz 5, 190 
aufzuheben. — : 

Die UnregelmaBigkeit sali 
in der Zuckerausscheidung Patho 
pankreasloser Hunde bietet 16, 1S 
allerdings groBe Schwierig- 
keiten in der Beurteilung 
der Frage, ob eine Substanz 
die Zuckerausscheidung 
herabsetzt oder nicht. 

Aber die Ergebnisse 
unserer experimentellen 
Untersuchungen, bei denen 
die Senkungen des Blut- 
spiegels bei den Injektionen 
bei weitem die Tages- 
schwankungen der Blut- 
zuckerkurve __ iibertreffen 
und bei denen zum Teil die 
Abendwerte tiefer liegen 
als die Niichternwerte, so- 
wie die Tatsache, daB die 
Urinkurve gréBtenteils syn- 
chron mit der Blutkurve 
verliuft, lassen unzweifel- 
haft einen diabeteshem- 
menden LEinflu8 unserer 
Extrakte erkennen. Uber 
die chemische Natur der 
wirksamen Extraktstoffe 
sagen die Versuche nichts 
aus. Dazu ist die zunichst 
nur orientierend gedachte 
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am 7. Januar 1922. Im Versuch vom 5, Januar bis 19. Februar 1922. 
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Darstellungsmethode noch ungeeignet. Man kénnte immerhin an die 
biogenen Amine im Sinne Guggenheims denken. Dariiber werden wir 
in weiteren Arbeiten demnichst berichten. 
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Uber das Wesen der Neutralrotreaktion in Bakterienkulturen. I. 


Von 
Hans Geilinger und Karl Schweizer. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des eidgendssischen 
Gesundheitsamtes, Bern.) 


(Eingegangen am 5. Marz 1923.) 


I. Einleitung. 

Der Rothbergerschen Neutralrotreaktion wird noch heutzutage 
bei der Charakterisierung von Reinkulturen im Gebiete der Typhus- 
Koligruppe Wert beigemessen. Ist nun auch der typische Farbumschlag 
von Rot in Kanariengelb mit gleichzeitigem Auftreten einer Griin- 
fluoreszenz sehr sinnfallig und wird er auch nie bei Bact. typhi oder 
Bact. dysenteriae beobachtet, so ist er doch andererseits fiir Bact. coli 


nicht spezifisch. Auch besitzen wir in der Gasbildung aus verschie- 
denen Zuckerarten, besonders bei Beriicksichtigung von relativer 
Gasmenge und Gaszusammensetzung ein Kolikriterium, das das Merk- 
mal der Neutralreduktion entbehrlich erscheinen lassen diirfte. Dies 
besonders, wenn diese Reduktion beim Bact. coli als Funktion der 
Bildung von Wasserstoff bewertet werden miiBte. 

Die Bedeutung dieser Farbreaktion muBte eine Erweiterung er- 
fahren, als man sie in der hygienischen Wasserbegutachtung zu ver- 
wenden begann. Hierbei bevorzugte man die fliissige Form des Nahr- 
substrats (Makgill, Savage, Stokes, Moore und Revis, Braun, Bulir. 
Lacomme, Gage, Sicre, Vincent, Guerbet, Jungeblut) gegeniiber der ur- 
spriinglichen festen (Rothberger, Scheffler, Oldekop). Ware der Charakter 
der Reaktion bei dieser fliissigen Modifikation des Verfahrens ein 
bestiindiger, so hatte sich daraus eine Vereinfachungsméglichkeit er- 
geben; man hatte dann auf das Auffangen des Giargases verzichten 
kénnen. Dies immerhin unter der Voraussetzung, da nur gasbildenden 
Mikroorganismen die Fahigkeit der Neutralrotreduktion zukomme. 
Der Neutralrotumschlag erwies sich aber als unbestindig. 

Eine prinzipielle Anderung in der Bewertung der Reaktion muBte 
sich einstellen, als Rochaiz und Dufourt im Jahre 1910 auf die Tat- 
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sache hinwiesen, daB der charakteristische Farbumschlag in mit Wasser 
beimpften Neutralrotnahrmedien ohne weiteres, d. h. ohne anschlieBende 
bakteriologische Identifizierungsarbeiten, auf die Verunreinigung mit 
Fikalien, Urin, Dung oder Jauche zu schlieBen gestatte; denn so wurde 
die Rolle als Verschmutzungsindikator vom Kolibakterium auf das 
Neutralrotdifferenzialnahrmedium iibertragen. Diese Autoren machten 
nimlich die Beobachtung, da Mikroorganismen, die sich durch das 
Vermégen der Harnstoffvergirung auszeichnen, immer auch die Fahig- 
keit zukommt, Neutralrot in der charakteristischen Weise zu _ver- 
indern. Das Verfahren wurde im Sinne von Rochaix und Dufourt 
angewandt von Galli-Valerio und Bornand, wobei diese Autoren wieder 
zur Verwendung festen Nahrsubstrats, des Agars, zuriickkehrten. 


Die verwendeten Versuchsbakterienstimme (Bacteriwm coli im engeren und 
weiteren Sinne). 


Fir das Studium einer biologischen Reaktion von solcher Viel- 
seitigkeit muBte auch ein vielseitiges Bakterientestmaterial wiinschbar 
erscheinen, aus dem dann je nach Bediirfnis fiir die einzelnen Versuche 
eine Auswahl getroffen werden konnte. Mandoul und Gruat betonen 
z. B. die hygienische Wichtigkeit der sogenannten koliformen Bakterien 
bei der Erkennung nicht einwandfreien Trinkwassers. Zu diesen 
rechnen sie aber unter anderem auch Gelatine verfliissigende Arten, 
die Indol bilden. Wir waren daher bestrebt, uns neben dem typischen 
Darmkoli eine Anzahl mehr oder weniger abweichender Unterarten 
und Rassen zu verschaffen, wie sie im sogenannten Kaltbliiterkoli, 
Graskoli, Mehlkoli, Bact. cloacae bekannt geworden sind. Hingegen 
haben wir uns dabei nicht mit Pathogenen beschiftigt, die bei der 
Art der Fragestellung einstweilen kein besonderes Interesse boten. 


Unser Bakterienmaterial, das mittels Endoplatten und nachfolgender 
zweimaliger Gelatineplattenpassage isoliert wurde, bestand aus 40 Staémmen, 
von denen hier 30 zur Charakterisierung gelangen werden. Es sind gram- 
negative, sporenlose Stabchen, sogenannte Kurzstaébchen, von plumper 
bis ziemlich schlanker Gestalt. VerhaltnismaBig schlank sind die gelb- 
wachsenden Gelatineverfliissiger Stamm 25, 27, 28, 29 und 30 (,,Mehl- 
koli), worunter 27 sich durch Bildung rundlicher oder wurstférmiger, 
scharf abgegrenzter Zoogloeamassen als Bact. herbicola aureum Burri 
und Diiggeli dokumentiert. Der auch hierher gehérende Stamm 26 zeigt 
plumpe Formen. Schlank sind auch der als Bact. cloacae Jordan an- 
zusprechende Stamm 24, ferner Stamm 21, der Neigung zur Fadenbildung 
aufweist, Stamm 12, der sich durch seinen ihm auch nach einjahriger Uber- 
impfung anhaftenden brenzlich-aromatischen bis muffigen Geruch aus- 
zeichnet und schlieBlich Stamm 13, der in die gleiche Untergruppe gehdort, 
doch geruchlos wichst. Die Dimensionen halten sich innerhalb der fiir 
Bact. coli bekannten GréBen. 
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Bei Stamm 1, 6, 9, 10,11, 21, 22 und 23 konnte Eigenbewegung in 
jungen Kulturen nicht beobachtet werden (GeiSelfirbungen wurden nici 
ausgefiihrt), alle anderen waren mehr oder weniger rasch beweglich, |e. 
sonders die gelbwachsenden Gelatineverfliissiger zeigten rapide Oris. 
veranderung. 

Das Wachstum in gewohnlicher Bouillon bei 33° ergibt diffuse Triibung, 
die am zweiten Tage die Bildung staubigen Bodensatzes zur Folge hat. 
Auch erscheinen dann 6fters Niveauringe an der Glaswand, besonders gut 
ausgebildet bei den als Bact. aerogenes anzusprechenden Stammen 10, 11, 
22, 23 und den Mehlkolistémmen. Mit Flockenbildung wachsen die Staémme 
24 und 21, welch letzterer die Bouillon im iibrigen fast klar laBt. 

Die Kolonien auf Gelatineplatten bestehen aus ziemlich dickem Belag, 
sie sind entweder rundlich gelappt (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 21) oder gelappt 
bis kreisrund (12, 13, 17) oder fast kreisrund, dabei verhaltnismaBig flach 
(14, 15, 16, 18, 19, 20) oder kreisrund und dabei starker gewélbt, aerogenes- 
artig (10,11, 22, 23) oder mehlkoliartig, d. h. rundlich bis kreisrund, zuerst 
farblos, nach einigen Tagen dottergelb werdend und die Gelatine nach 
5 bis 7 Tagen verfliissigend (25, 26, 27, 28, 29, 30) oder punktartig, farblos 
und darauf nach 3 Tagen die Gelatine verfliissigend (24). In iiberein- 
stimmender Weise verhalten sich die Gelatinestichkulturen, die % Jahr 
auf Verfliissigung beobachtet wurden. Hier zeichnet sich Stamm 21] durch 
dicht behaarten Stich aus. Das aerogenesartige Wachstum der Stamme 
10, 11, 22 und 23 kommt auch durch starke Ausbildung schleimiger Sub- 
stanz auf Agar gut zum Ausdruck. Stamm 24 fallt auf durch auf den Strich 
beschranktes Wachstum in Agarstrichkulturen. Auf leicht alkalisierten 
Kartoffeln wachsen die Organismen recht verschiedenartig, in verschieden 
dicker Schicht, verschieden geténtem Grau, die Mehlkoli werden bald mehr 
oder weniger intensiv gelb. Bei Stamm 24 tritt im starkehaltigen Wasser 
in der Kuppe des Réhrchens Gasbildung ein, der schmutzig-blaBgelbe 
Belag wird spater unter Einsinken rostbraun, doch kommt es nicht zum 
Kartoffelzerfall. Schwefelwasserstof{fbildung wurde nachgewiesen mittels 
Bleiacetatpapierstreifens, sie war nicht zu beobachten bei Stamm 11, 13 
und 24, 

In Milch (37°) und Lackmusmilch (33°) lassen sich fiinf Gruppen unter- 
scheiden: 

1. Es bringen die Milch zur Gerinnung bei saurer Reaktion die Stamme 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23. 

2. Die Milch gerinnt bei alkalischer Reaktion durch die Stémme 27, 
28, 29, 30. 

3. Die Milch zeigt einen Umschlag von alkalisch in sauer und gerinnt 
dann: Lackmusmilch rot am siebenten Tage, bei den Stémmen 9, 13, 25 
(bzw. violett nach Blaufiirbung am neunten Tage bei Stamm 26). 

4. Es kommt nicht zur Gerinnung nach 19 Tagen, Reaktion alkalisch 
bei Stamm 12 und 21. 

5. Stamm 24 endlich verursacht Gerinnung am zweiten Tage bei 
neutraler Reaktion, worauf am siebenten Tage Peptonisierung einsetzt, 
am dritten Tage Entfarbung der Lackmusmilch. 

Die Gerinnungszeit betrug 1 bis 12 und bei einem Stamme (16) 19 Tage 
(37°). Achtmalige Passagen in Milch haben sie nicht in deutlicher Weise 
beeinfluBt. 

Bei der Klassifizierung unserer 40 Staémme lieBen wir uns einerseits 
vom Einteilungsprinzip Mandoul und Gruats leiten, benutzten dann anderer- 
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seits bei der Aufteilung in Untergruppen einige weitere, hauptsachlich von 
amerikanischen Autoren propagierte Kriterien. Mandoul und Gruat ziehen 
fir ihre Einteilung fiinf Hauptmerkmale heran, deren Reihenfolge nach 
ihrer Wichtigkeit aufgestellt ist; jedes Merkmal wird, wenn positiv, wieder- 
gegeben durch einen Buchstaben, wenn negativ mit Ausnahme des ersten 
iiberhaupt nicht verzeichnet: 


1. Verfliissigung der Gelatine (P), keine Verfliissigung der Gelatine 
bzw. Koli im engern Sinne (C). 

2. Indolbildung (1). 

3. Neutralrotreaktion (R). 

4. Gasbildung') aus Lactose (L). 

5. Gasbildung') aus Saccharose (8). 


Es ergeben sich auf diese Weise iibersichtliche Symbole fiir die wich- 
tigsten Typen. So wird z. B. Bact. coli commune, das Gelatine nicht 
verfliissigt, Indol bildet, Neutralrot zum Umschlag bringt, aus Lactose, 
nicht aber aus Saccharose Gas bildet, bezeichnet durch ,,CIRL“. 

Ein weiteres Merkmal von betrachtlicher Wichtigkeit bildet der Kohlen- 
siurewasserstoffquotient des gebildeten Gases. Da dessen genaue Ermittlung 
indessen umstandlich ist und eine besondere Apparatur erfordert, so be- 
dienten wir uns an dessen Stelle zweier anderer Reaktionen, die, worauf 
Levine (16) hinweist, mit seinem Verhalten parallel gehen: die Methylrot 
(M)- und die Voges-Proskauer (V) -Reaktion. Hoher Wert des obigen Quo- 
tienten, positive Voges-Proskauer-Reaktion und Alkalinitat (Gelbfarbung) 
gegeniiber Methylrot [d.h. bei unserer Bezeichnungsweise: ,,Fehlen der 
Methylrot (M) -Reaktion“‘] soll nach diesem Autor im allgemeinen charak- 
teristisch sein fiir Nichtfakalstamme; der natiirliche Standort koliihnlicher 
Bakterien mit der Fahigkeit zur Bildung von Acetyl-Methylcearbinol, welches 
den positiven Ausfall der Voges-Proskauer-Reaktion bedingt, sei wahr- 
scheinlich der Boden [Levine (17)]. Zu den Voges-Proskauer-positiven 
Organismen gehéren auch Bact. aerogenes Escherich und Bact. cloacae. 
Stovall und Starr Nichols wiesen dann auf das nicht seltene Vorkommen 
von sich unregelmaBig verhaltenden Rassen hin, die methylrotsauer waren 
und doch positive Reaktion nach Voges-Proskauer ergaben. 

Mac Conkey (Journ. Hyg. 1909 zitiert bei Levine (16)] zieht als Kri- 
terium fiir die Aerogenesgruppe das Fehlen der Dulzitvergirung heran 
nach folgendem Schema: 





} Saccharose | Dulzit 


SE ae are : | 
Bact. (lact.) aer 


eee tee 
Bact. coli commune — ae 


+ 


Dies ist das dritte Kriterium, welches uns fiir die Aufstellung von 
Untergruppen diente, und zwar beriicksichtigten wir dabei nur die Ver- 


garung unter Gasbildung (,,D‘‘). 


Bact. coli communior 


1) Mandowl und Gruat bedienen sich des Ausdruckes ,,fermentation™, 
wir haben fiir die Klassifizierung nur das Gasbildungsvermégen beriick- 
sichtigt. 
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An Hand der beifolgend wiedergegebenen Tabelle I ergibt sich nun 


folgende Gruppierung unserer Stamme: 


1. 


2. 
3. 


Pe 


Unterart: 

CIRLS (Bact. colicommunior) 1. Rasse MD Stamme 1, 2, 3, 4 
eee | | 5, 6, 7, 8 

CIRL (Bact. colicommune). 1. ,, MD Stamm 9 

OPW Rae os a hee as NES Ls eee 10 
Bek gp VO * 11 
3. 4, VM Sta&mme 12, 13 
463 8 ie 14, 15, 16,17, 18 

19, 20, 21 

Ses Sy Br 22, 23 

BR oe fain fit Rh | ae § me 24, 25 

te CRB Can Ee aan ese aaa ee ee 1 » VM Stamm 26 

Fes Ta a tai ae 1 abc Stimme 27, 28, 29 


V Stamm 30 







Zeichenerkladrung zu Tabelle I. 
Neutralrotreduktion: 


+ = komplette Reaktion, d. h. Gasentwicklung, Fluoreszenz 
und Kanariengelbfirbung innerhalb 24 Stunden bei 37°. 
(+) = Fluoreszenz innerhalb 24 Stunden, Reaktion spiter 
komplett. 
+ = Fluoreszenz spiter als nach 24 Stunden, Reaktion bleibt 
unvollstandig. 
— = weder Farbenumschlag noch Fluoreszenz oder Gasbildung. 
Zucker- ae Dulzitvergérung. 
Saurebildung: 
+ = Rotfarbung, 


(+) = neben Rot- auch noch Violett- oder Blaufarbung (oben). 
— = Blaufarbung. 
Gasbildung: 3 
+ = spontan gebildete Gasblasen in verschiedener Menge, 
+ = Gasbildung nur bei Anwendung der Nadelprobe nach 
Burri und Staub nachweisbar, 
— = Gasbildung auch bei Anwendung der Nadelprobe nicht 
nachweisbar. 
Methylrotreaktion: 
+ = kirschrot, 
(+) = beinahe kirschrot, 
+ = ziegelrot bis orange, 


zitronengelb, 
Anmerkungen zu Tabelle I. Betreffend Fundort: Bei den Kolinachweis- 

















methoden nach Hijkman und anderen wird durch Bebriitung bei Tempe- 
raturen iiber 37° das Wachstum der sogenannten Kaltbliiterkoli auszu- 
schalten versucht. Wir haben bei den hier in Rede stehenden Versuchen 
immer die Temperatur von 37° benutzt, legten aber andererseits doch 
Wert darauf, auch vom Kaltbliiter herriihrende Stamme heranzuziehen. 
Alle diese stammen vom Regenwurm. 
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Betreffend Indolbildung: Fiir den Indolnachweis verwendeten wir 
2proz. Peptonwasser. Er geschah nach Morelli (Beobachtung wahrend 
6 Tagen bei 33°) und Hhrlich-Béhme (bei den 6 tagigen Kulturen, Chloroform- 
ausschiittelung). Beide Reaktionen ergeben gute Ubereinstimmung. 

Betreffend © Neutralrotreduktion: Der Neutralrotagar bestand aus 
2,0% Pepton Witle, 0,8% Fleischextrakt Liebig, 0,2% Kochsalz, 0,15% 
Glucose, 0,7% Agar, 1% gesattigter wisseriger Lésung von Neutralrot 
und war schwach alkalisch; Rezept nahert sich dem Oldekop-Bornandschen, 
es wird aber weniger Kochsalz verwendet gemaé8 dem Dextroseagar-Rezept 
von Bredemann (C. f. B. II. Abt., 28, 409). Ausgangsmaterial: 24stiindige 
Bouillonkulturen, bei 37° gewachsen. 

Betreffend Vergdrung: Zur Priifung auf Saurebildung wurden Schrig- 
agarkulturen mit Zusatz von Lackmustinktur, zur Priifung auf Gasbildung 
Schiittelkulturen verwendet. Die Menge der Zucker- und Lackmustinktur- 
zusitze betrug: 





] Schriagagarkulturen | Schiittelkulturen 





| % Zucker | %% Lackmus ‘ || OO Zucker 








Dextrose 


Die Grundzusammensetzung dieser Zuckeragare ist folgende: 


1,0 bis 1.5% Fleischextrakt Liebig. 
1,0% Pepton Witte. 
0,2% Kochsalz. 
1,7% Agar. 
Reaktion neutral 


Beim Dulzit stand uns nur eine beschrankte Menge zur Verfiigung. 
Es wurden deshalb fiir die Schragagarkulturen nur je 144ccm des Nahr- 
mediums verwendet; fiir die Schiittelkulturen bedienten wir uns der Uhlen- 
huthschen Prazipitationsgliser (je 144ccm Dulzitagar), worin die Héhe 
der Agarsiulen etwa 4 bis 44% cm betrug. In Kombination mit der Nadel- 
probe nach Burri und Staub (5) diirfte sich diese Anordnung bei teurem 
Gargut empfehlen. Die Nadelprobe wird ausgefiihrt durch Einstechen 
einer nicht zu dicken Platinnadel in den Nahrbodenzylinder. ,,Unmittelbar 
nach dem Herausziehen der Nadel oder bald nachher zeigen sich in der 
Ausdehnung des Stiches kleinere oder gréBere Gasblaschen, die sich mitunter 
rasch vergréBern, so daB es nachtriglich zu einer Spaltung der gallertigen 
Masse kommt... . Selbstverstandlich darf die Nadel in keiner Weise gekriimmt 
sein und mu8 mit ruhiger Hand gefiihrt werden, damit man nicht Gefahr 
lauft, auf rein mechanischem Wege erzeugte Spalten und Risse mit Gas- 
blasen zu verwechseln. Am besten wird die Nadel parallel zur Wand des 
Reagenzglases in der Entfernung von | bis 2 mm von dieser und bis in die 
Tiefe des Nahrbodens eingestochen. MaSgebend sind namentlich die in 
der Tiefe sichtbar werdenden Gasperlen, wahrend solche in der Nahe der 
Oberflache nur mit Vorsicht bewertet werden diirfen‘‘. Bis zur eigentlichen 
Spaltung der Agaroberflichen ist es bei den uns vorliegenden Stiammen 
nicht gekommen. 
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Die Saurebildung wurde in folgender Weise beobachtet: Bei den 
Dextrose- und Lactosemedien handelt es sich um bei 33° gestandene, zw vi. 
tagige, bei den Saccharose- und Dulzitmedien um bei 36° gehaltene eintiigive 
Kulturen. Die gleichen Verhiltnisse betreffend Bebriitungstemperat ur 
liegen vor bei den auf Gasbildung beobachteten Kulturen, doch war hier dic 
Ablesung nicht an einen bestimmten Termin gebunden, sondern die Kulturen 
wurden wahrend einigen Tagen taglich auf Gasbildung untersucht. 

Auffallend sind die Befunde, wo bei fehlender Saurebildung Gasbildung 
eingetreten ist. Das enzymatische Verhalten der Organismen in beiden 
Kulturen darf aber nicht ohne weiteres in Parallele gesetzt werden, da es 
sich im einen Falle um dem Luftsauerstoff sehr ausgesetzte Kulturen 
handelt, im anderen im Gegenteil um anaerobe. 

Betreffend Voges-Proskauer- und Methylrotreaktion: Zur Feststellung 
dieser beiden Reaktionen diente eine wisserige Lésung von je 0,5 % Pepton 
Witte, Dextrose und Dikaliumphosphat. Das Gemisch weist folgende, 
nicht besonders eingestellte Reaktion auf: Py = 7,5. Das Medium 
wurde von Clark und Lubs (Journ. Inf. Diseas. 17, 160, 1915, zitiert bei 
Levine, eod. loc. 18; Tanner, Bacteriology and Mycology of Foods 1919, 
S. 47 und 309) eingefiihrt. Es wurden je etwa 13 ccm abgefiillt und nach 
der Impfung 5 Tage bei 30° gehalten. Dann brachten wir nach Vorschrift 
(Tanner, |. c., 8. 309) zu je 5cem jeder Kultur 5 Tropfen einer Methylrot. 
lésung folgender Zusammensetzung: Methylrot 0,1; 95proz. Alkohol 300 ccm; 
destilliertes Wasser 200 ccm. 

Umschlagsintervall des Methylrot in py: 4,2 (rot) bis 6,3 (gelb) (nach 
Kolthoff). 

Zu je 5 weiteren ccm jeder Kultur wurden 5 ccm 10proz. KO H-Lésung 
gebracht und das Gemisch wahrend 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
beobachtet. Eine positive Reaktion zeigt sich an durch eine eosinrote 
Farbung mit Griinfluoreszenz. Die Reaktion beginnt von oben her. Nach 
48 Stunden hat sich der Befund nirgends geandert. 

Allgemeines betreffend die Bezeichnungen nach dem System: Stiimme 10, 
11, 22 und 23 sind als Bact. aerogenes anzusprechen; auBer den schon im 
Text mitgeteilten Kriterien erhellt die Natur dieser vier St&émme aus der 
positiven Voges-Proskauer- und der negativen (Gelbfairbung) Methylrot- 
reaktion, wobei allerdings Stamm 10 durch gleichfalls schwach positive 
Methylrotreaktion eine Sonderstellung einnimmt. Aus Saccharose bilden 
alle vier Stémme Séure und Gas, verhalten sich also analog der Charakteri- 
sierung nach Mac Conkey. Gegeniiber Dulzit ist das Verhalten uneinheitlich 
und man darf wohl, soweit es die geringe Zahl der Stamme gestattet, mit 
Levine (Journ. Inf. Diseas. 18, 361) einig gehen, der der Dulzitvergirung 
beim Bact. aerogenes geringen Wert beimiBt. 

In Ubereinstimmung mit den Angaben der Literatur [Levine (17)] zeigt 
auch unser als Bact. cloacae aufzufassender Stamm 24 positive Voges- 
Proskauer- und negative Methylrotreaktion. Charakteristisch fiir diesen 
Stamm ist ferner die Saccharose- und Lactosevergirung. 

Betreffend den Begriff ,,Mehikoli‘ ist das nétige oben mitgeteilt. 
auch wurde auf den Herbikola-Stamm (Nr. 27) hingewiesen. Wahrend 
hier zwei Stiémme (28, 29) bei Voges-Proskauer- und Methylrotreaktion der 
Regel nicht folgen, tun dies Stamm 25 und 30; Stamm 26 nimmt eine 
Mittelstellung ein. 

Die Bedeutung der Bezeichnungen ,,Bact. coli communior‘ und ,,Bact. 
coli commune“ ergibt sich aus der obigen Zusammenfassung. 
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ji. Uber das Vorkommen einer girbaren Substanz in Naihrmedien ohne 
Zuckerzusatz. 


1. Versuch. Im Jahre 1911 zeigt Guerbet, daB sich die Neutralrot- 
reaktion, wie sie in Bakterienkulturen sich abspielen diirfte, rein chemisch 
zur Darstellung bringen laBt. Dabei handelt es sich erstens um eine Rediktion 
des Farbstoffes in sauvem Milieu, der dann eine Neutralisation und Alkali- 
sierung (entsprechend der Einwirkung von Ammoniak in den Kulturen) folgte. 
Bornand kommt auf diese Analyse von Guerbet zuriick und legt Gewicht 
auf die Tatsache des Vorhandenseins saurer Reaktion in der ersten Phase 
des Umschlages. Da er mit neutraler oder schwach alkalischer Neutralrot- 
bouillon ohne Zuckerzusatz ein ziemlich schlechtes Resultat erhalten hatte, 
das sich durch Agarzusatz verbessern lieB, so hielt er dafiir, daB im Agar 
eine fiir Bact. coli unter wenn auch noch so geringer Sdurebildung angreifbare 
Substanz vorkommen miisse. Wenn wir auch dazu geneigt waren, diese 
verbessernde Wirkung des Agarzusatzes mit Rothberger vor allem darin zu 
erblicken, daB durch dessen Gegenwart das Hindringen des Luftsauerstoffs 
ins Kulturmedium eine Hemmung erfahrt, so erheischte doch auch die Frage 
des Bestehens einer weiteren giinstigen Wirkung des Agars im Sinne von 
Bornand eine nahere Prifung'). Wir bedienten uns zunichst wie Bornand 
eines Neutralrotagars von der Zusammensetzung nach dem Oldekopschen 
Rezept. Der Rothbergersche Nahrboden erfuhr durch Scheffler (1900) die 
erste Modifikation, der ihm Dextrose zusetzte behufs Beschleunigung des 
Eintritts der Reaktion. Diese wurde von ihm bereits auf die Wirkung nas- 
zierenden Wasserstoffs zuriickgefiihrt. Oldekop (1904) erreicht die besten 
Resultate beziiglich Raschheit des Eintretens und Pragnanz der charakte- 
ristischen Farbenverainderung dank einer Herabsetzung des Agargehaltes 
auf 0,3%, des Dextrosegehaltes auf 0,15% bei Gegenwart von 1% Liebigs 
Fleischextrakt, 2% Pepton Witte, 0,5% Kochsalz und 1% konzentrierter 
wiasseriger Neutralrotlésung. Galli-Valerio und Bornand (1913) erhdhen die 
Agarmenge auf 0,6 bis 0,8%. Wir haben uns bei der Herstellung der sogleich 
zu beschreibenden Medien an diese letzte Modifikation gehalten, immerhin 
veranlaBt durch eine Angabe von Bredemann (C. f. B. II, 238, 409, 1909) 
unter Herabsetzung der Kochsalzmenge auf 0,2%. 


Um Anhaltspunkte zu gewinnen zur Beantwortung der Frage, 
welchen Anteil der Agar als solcher beim Ablauf der Neutralrotreaktion 
in chemischer Beziehung haben kénnte, stellten wir uns vorerst drei 
Neutralrotagarmedien her von der Grundlage der soeben skizzierten 
Oldekopschen Zusammensetzung mit den angegebenen Modifikationen, 
die sich jedoch unterscheiden durch den Gehalt an girbarer Substanz. 

1. Das an girbarer Substanz airmste Substrat erhielt keinen 
Zuckerzusatz, auBerdem ist es mit einem durch Wasser ausgelaugten 


1) ,,Die stickstofffreien Substanzen des Agars gehéren zur Gruppe 
der Pflanzenschleime oder vegetabilischen Gallerten, sind chemisch wenig 
bekannt, stehen aber in naher Beziehung zu den Cellulosen und dem Arabin. 
Beim Kochen mit Sauren liefern sie wenig Pentosen, aber verschiedene 
Hexosen, der Agar besonders Galaktose. Die Gelierstoffe gehéren daher 
zur Gruppe der Kohlehydrate; daB der Agar aber nur ein bestimmtes 
Kohlehydrat enthalt, ist nicht anzunehmen, isoliert ist von Greenish die 
Gelose, fiir die die Formel C,,H,,0,, gefunden wurde.‘‘ (Klostermann). 
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Agar hergestellt worden. 2. Das zweite Substrat unterscheidet sich 
von dem ersten nur dadurch, daB fiir seine Bereitung gewohnlicher. 
nicht ausgelaugter Agar benutzt worden ist. 3. Das dritte Medium 
endlich enthilt auBerdem noch die von Oldekop vorgeschlagenen 0,15 °, 
Glucose. Die mit diesem an girbarer Substanz jedenfalls am reichsten 
ausgeriisteten Nahrboden hergestellte Kulturserie sollte hauptsichlich 
als Kontrolle dienen. Hier war zum mindesten von echtem Koli eine 
vollstandige Reaktion zu erwarten, nimlich Gasbildung, Griin- 
fluoreszenz und Farbenumschlag in Kanariengelb. 

Die Agarauslaugung geschah in folgender Weise: Zu 200g klein. 
geschnittenen Stangenagars wird 1 Liter Leitungswasser gebracht und 
24% Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Der aufgequollene 
Agar wird hierauf in der Fleischhackmaschine gemahlen. Es werden noch 
2 Liter Leitungswasser zugefiigt, wovon fast alles vom Agar aufgesogen 
wird. Stehen lassen bei Zimmertemperatur wihrend weiterer 40 Stunden. 
Auspressen in der Hebelpresse durch Segeltuch (alle Maschinenbestand- 
teile vorher peinlich gereinigt). Es wird so lange mit langsam zunehmendem 
Druck gepreBt, bis die gallertige Masse eben beginnt zwischen den Maschen 
des Tuches zum Vorschein zu kommen, Ausbeute etwa 1% Liter Extrak- 
tionsfliissigkeit. Der Agarriickstand wird bei 37° getrocknet. 

Die Impfung unserer 40 Stamme erfolgte hier wie auch bei allen spiteren 
Versuchen selbstverstandlich immer mit frischen Kulturen. Es handelt 
sich um Bouillonkulturen, die wahrend 24 Stunden bei 37° oder 48 Stunden 
bei 30° gewachsen waren und unmittelbar vor der Impfung auf eyepagiae 
wurden. Impfmenge (hier wie auch spiterhin) je eine mittlere 

Die Versuchskulturen werden bei 37° aufgestellt. Der Veounk fiihrte 
zu folgendem Ergebnis (Z'abelle II): 

Die Griinfluoreszenz ist also gerade in dem als an giarbarer Sub- 
stanz am armsten zu bewertenden Medium der Serie I im allgemeinen 
am raschesten eingetreten. Dadurch diirfte mittelbar die Rolle des 
Zuckers als der Reduktion relativ leicht unterliegender Stoff zum 
Ausdruck kommen. Da, wo er vorhanden ist, tritt die Fluoreszenz, 
d. h. die Reduktion des Neutralrots nicht so schnell ein, indem die 
Reduktion zuerst beim Zucker einsetzen diirfte. Da die Fluoreszenz 
auch bei der zweiten Serie nicht so frithzeitig eintritt, so ist einerseits 
an die Moéglichkeit zu denken, daB durch die Wasserextraktion dem 
Agar leicht reduzierbare Substanz entzogen wurde, andererseits bleibt 
es eine offene Frage, ob aus dieser Substanz auch Siure produziert wird. 

Kompletter Umschlag in allen drei Medien wurde nur durch 
drei Bacterium coli communior-Stiimme hervorgerufen (Stamm 4, 8 
und ein nicht beschriebener), in den Medien der Serien III und II 
tat dies der einzige Stamm von Bacterium coli commune im engeren 
Sinne (Stamm 9), der uns zur Verfiigung gestanden hatte. Wenn 
sich nun auch die Uberlegenheit des typischen Agars nach Oldekop 
in Serie III durch die verhiltnismaBig groBe Zahl koliformer Organismen 
dokumentiert, die noch kompletten Umschlag verursachen, so ist 
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Tabelle II. 


I Il Il 
Neutralrotagar ohne Neutralrotagar ohne Neutralrotagar mit 
Zuckerzusatz. Agar Zuckerzusatz. Agar 0,15% Glucose. 

mit Wasser aus- nicht ausgelaugt Agar nicht aus- 
gelaugt. gelaugt 


Fluoreszenz schon nach 10% *) 0% 2.5% 
7 Stunden Stamme lI, 4, 8 Stamm 5 

tot 2 h 17,5% 

Kein Gas*) nach 3 Tagen! —gtamme 26, 27, 28, 29, 30 




















> 50/7 
Gas nur in Serie III ae oa ms es x ‘ 
0 
Gas nur in Serie III u. II ae oar" 
67,5% 


Gas in allen 3 Serien Staimme 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 16, 
17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25 


























Keine vollstandige Re- 
aktion (Gas + Fluores- 42.5% 

zenz + Kanariengelbfar- | Stamme 10, 12, 13, 14, 19, 20, 23, 26, 27, 28, 29, 30| 
bung) innerhalb 3 Tagen 











47,5% 
Vollstandige Reaktion Staimme 1, 2, 3, 
nur in Serie III inner- 5, 6, 7, 11, 15, 16; 
halb 3 Tagen 17, 18, 21, 22, 24) 
25 











Volistandige Reaktion 55% 


nur in Serien III und II 
innerhalb 3 Tagen Stamm 9 (schon nach 21 Stdn.) 


Volistandige Reaktion in TE 


Bagge 0% 
allen 3 ae Stimme 4, 8 (beide schon nach 21 Stunden) 




















andererseits als das auffallendste und unerwartete Ergebnis des Ver- 
suches hervorzuheben die Gasbildung in den ohne Zuckerzusatz ge- 
lassenen Medien der zweiten und ersten Serie nicht nur durch Koli- 
stimme, sondern auch durch eine stattliche Anzahl koliformer Orga- 
nismen. Es ist also auch im mit ausgelaugtem Agar hergestellten Neutral- 
rotagar immer noch eine gdrbare Substanz vorhanden, bei deren Abbau 
wohl auch Séure entstehen diirfte. Dieser Umstand wirft auch ein Licht 
auf die vollstandigen Reaktionen der Kolistimme in der zweiten und 
ersten Serie, die gerade durch die Gegenwart dieser girbaren Substanz 
erméglicht oder wenigstens erleichtert sein dirften. 

2. Versuch. Es war naheliegend, der Frage der Siurebildung 
aus Agar durch Bestimmung der Veranderung der Wasserstoffzahl 
(Wasserstoffionenkonzentration) im beimpften Substrat naher zu 


1) Von den 40 gepriiften Staémmen sind hier nur 30 einzeln angefiihrt. 
Die Prozentzahlen beziehen sich aber auf alle 40 Stamme. 
*) Nadelprobe nach Burri und Staub angestellt. 


6* 
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treten. Wir bedienten uns zu diesem Zwecke der Indikatormethode 












2. 
in der Ausarbeitung von Michaelis, wobei als Indikatoren «-Dinitro. Agarau 
phenol, p-Nitrophenol, m-Nitrophenol und Phenolphthalein zur Ver. durch | 
wendung gelangen, die Kulturflissigkeit zur Abschwiachung der Tiefe der Watte. 
Eigenfarbe mit 0,85proz. NaCl-Lésung verdiinnt wird und durch An. an Stel 
wendung des Walpoleschen Prinzips!) ein exakter Vergleich zwischen , Stu 
der Farbe des mit Indikatorfliissigkeit versetzten Kulturréhrchens a mibliel 

; und eines Vergleichsréhrchens ¢ von bekannter Wasserstoffzahl (aus. mit et’ 
gedriickt durch den Wasserstoffexponenten p,,) erméglicht wird. und dt 
Das Prinzip besteht darin, daB die Schwierigkeit der genauen Ver. NaOH 
gleichung, verursacht durch Triibung und Eigenfarbe der zu priifenden eingeti 
Fliissigkeit, dadurch iiberwunden wird, da8 hinter das Vergleichsindikator. Filtrie! 
roéhrchen ¢ bekannter p,, ein Réhrchen b ohne Indikator mit gleicher Menge sterilis 
zu priifender Kulturfliissigkeit wie im zu priifenden Réhrchen a gestellt 2 
wird; dadurch wird beim Hindurchsehen durch beide Réhrchen b und ¢ scemmeesth 
zur Farbe des Indikatorréhrchens die Triibung des Kulturréhrchens addiert der Vi 
und ein direkter Vergleich mit dem mit Indikator versetzten Réhrchen a 3. 
ist méglich. Hinter letzteres wird ein Réhrchen d mit Wasser gestellt zur lage 1 
Erzielung vollig analoger Verhiltnisse. Alle dabei zu verwendenden Reagenz- Lesies 
rdéhrchen sollen von méglichst gleichem Lumen sein und gleiche Wanddicke 
haben; sie werden zum Vergleich in einen schwarz gefarbten Holzblock von I 
gesteckt, der eine Vorrichtung zum Vorschalten einer Matt- und Blau- D 
scheibe haben kann. Die Ablesung der p,, erfolgte jeweils bei einer Tempe- langer 
ratur von 18° der Vergleichsfliissigkeiten. Menge 
Von einer titrimetrischen Bestimmung haben wir Umgang genommen entno. 
von der Uberlegung ausgehend, da8 einzig der Gehalt an aktuellen H-Ionen samt 
fiir den Chemismus des Neutralrotumschlags maSgebend sein kann. Eine der St 
eventuelle Saéurebildung aus Agarsubstanz, die so gering ist, daB es nicht abgest 
zur Bildung freier H-Ionen kommt, diirfte fiir unsere Fragestellung ohne 
Belang sein. ines 
Als Teststimme wiahlten wir fiinf solche, die die Neutralrotreaktion 
volistandig gegeben hatten (Stamm 4, 5, 8, 11, 25), im iibrigen kulturellen 
Verhalten aber etwas verschieden waren, und einen, dessen Neutralrot- fae 
agarkultur auBer Gasbildung erst am vierten Tage Spuren von Fluoreszenz Stam 
aufwies (Stamm 21). os 
Wir priiften folgende Substrate, die als Grundlage jeweils 1%, a 
Fleischextrakt Liebig, 2%, Pepton Witte und 0,1 °% Kochsalz aufwiesen: ” 
1. 3proz. Agar ohne Zuckerzusatz. Der Agar wurde durch zwei- Kont 
stiindigen Aufenthalt im strémenden Dampf geschmolzen. Nach Klarung 
mit Kiklar wird mit NaOH alkalisiert, so daB p, 6,8 betrigt?). Nach hahv 
Abfiillen zu 10 cem in Reagenzglaser erfolgt fraktionierte Sterilisation. — 
Schiittelkulturen. Der hohe Agargehalt wurde gewahlt, um eventuelle 
- ‘ . ‘i extre 
Saurebildung leichter erkennen zu kénnen. chia 
1) Biochem. Journ. 5, 207, 1910, zitiert bei Michaelis. steri 
2) Vgl. Dernby, Ann. Inst. Past. 85, 277, 1921; Tabelle S. 287. Bact. entn 


coli hat demgema8 ein p, -Optimum von etwa 6,0 bis 6,8. 
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2. Agarextrakt-Wasser-Bouillon ohne Zuckerzusatz. Die durch die 
Agarauslaugung (s. 1. Versuch) erhaltene Flissigkeit la8t sich nicht 
durch Papier filtrieren. Wir filtrierten daher vorerst durch entfettete 
Watte. Es resultiert eine triibe, schiumende Flissigkeit. Diese wird 
an Stelle von Leitungswasser bei der Herstellung der Bouillon benutzt. 
\, Stunde strémender Dampf, durch Papier filtrieren. Es tritt all- 
maihlich Stillstand der Filtration ein; die zweite Hialfte wird daher 
mit etwas Kieselgur (zwei gehiufte Teeléffel auf 500 ccm) geschiittelt 
und durch Nutsche abgesaugt. Das Filtrat erscheint klar. p, mittels 
NaOH auf 6,8 bringen. (Bis zum anderen Tage ist keine Triibung 
eingetreten, es haben sich nur einige kompakte Flocken ausgeschieden. 
Filtrieren.) Abfiillen zu 100 ccm in Erlenmeyerkélbchen und fraktioniert 
sterilisieren. Ist dem Agar durch die Wasserextraktion girbare Sub- 
stanz entzogen worden, so war zu erwarten, daB sich dies hier am Verlauf 
der Verainderungen der Wasserstoffzahl zeigen wiirde. 

3. Als Kontrollen dienten uns 1. eine Bouillon von obiger Grund- 
lage und Wasserstoffzahl, aber anstatt mit Agarextraktwasser mit 
Leitungswasser hergestellt; 2. die gleiche Bouillon mit einem Zusatz 
von 1 proz. Dextrose. 


Die Bestimmung der Wasserstoffzahlen wurde nach 1-, 2- und 5tage- 
langer Bebriitung bei 37° ausgefiihrt. Zu diesem Behufe wurde die ndétige 
Menge Kulturfliissigkeit (4 ccm) mittels steriler Pipette dem K6lbchen 
entnommen. Am Ende des Versuches stellten wir den reinen Zustand 
simtlicher fliissigen Kulturen mittels Gelatineplatten fest. Die Kulturen 
der Stiimme 4, 8 und 21 in Dextrosebouillon erwiesen sich dabei als bereits 
abgestorben. Die Versuchsresultate sind in Tabelle III wiederge geben. 


Pavelte III. 








| pe nach 24 Stunden | pa nach 48 Stundea | Pun pills 5 ee 


i! mj [Iv9| 1} n|m|w I it I | 


Stamm 4 (CIRLS) MD | 68/6,9/7,0 5,2 | 6,8 7,05 7,0 4,8. 7, '7,4| 5,0 
» 5 (CIRLS) M ./68) 168169 51 68 695 i048 72 7.4/4.7 
~~ 8 (CIRLS) M || 68) 7,6/7,155,2 |'68 17.6 7,4| 4,8|7.2| 8.25 82/5. 
» 11 (CRLS) VD. 68/68 /6,9 5.2 |68 7,05) 6,8 5,0 8, 8,7 48 

, 25 (PRLS) V. | 68/6868 5.456868 69/47 84/83 (78 67 

», 21 (CrLS) M. ./ 68 6,8 6,755,1 | 68 68 |68/5317,1/7,1 |68\53 
Kontrolle ungeimpft . . 68 68/68 68 |— — — |— 68|68*)68 68 


Von einer Beeinflussung der Wasserstoffzahl im Sinne der Er- 
héhung (bzw. Erniedrigung des p,-Wertes) durch die Koli- und koli- 


1) I= 3proz. Fleischextraktagar ohne Zuckerzusatz; Il = Agar- 
extraktwasser-Bouillon ohne Zuckerzusatz; III = Leitungswasser-Bouillon 
ohne Zuckerzusatz; IV = Leitungswasser-Bouillon mit 1% Fraubenzucker. 

*) Eine zweite ungeimpfte Kontrolle war nach 5 Tagen nicht mehr 
steril (Wachstum eines Streptokokkus und einer Sarzine), indem die Material- 
entnahme zur p, -Bestimmung mittels Pipette nicht in aseptischer Weise 
gegliickt ist. Thr p,, betragt nach 5 Tagen 6,4. 
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formen Staémme nach 24 Stunden und spiater in den Agarsubstanzen 
enthaltenden Substraten kann also nicht die Rede sein. Diese miilite 
schon innerhalb der Zeitspanne der ersten 24 Stunden gesucht werden. 
Andererseits zeigt auch der Neutralrot kaum zum _ Fluoreszieren 
bringende Stamm 21 in Bouillon mit 1° Traubenzucker bereits nach 
24 Stunden eine weitgehende Herabsetzung des p,-Wertes (von 6,8 
bis 5,1). Sein geringes Reduktionsvermégen gegeniiber Neutralrot 
diirfte also nicht in der Unfahigkeit zur Bildung des nétigen sauren 
Milieus begriindet sein. 

Beachtenswert sind aber zwei Nebenbefunde des Versuches, dic 
miteinander im Einklang stehen und doch zur Annahme einer girbaren 
Substanz in den Medien ohne Zuckerzusatz zwingen: 1. Die Agar. 
schiittelkulturen der Stamme 4, 5, 8, 11 und 25 zeigen nach 24 Stunden 
durch Gas gebildete Risse. 2. In einer der ungeimpften Kontrollen 
der Agarextraktbouillon ist nach 5 Tagen eine aus einer weifen Sarzine 
und einem Streptokokkus bestehende Verunreinigung angegangen, ver- 
ursacht offenbar durch die Pipettenentnahme von Kulturfliissigkeit 
im Beginn des Versuches. Gerade in diesen Kélbchen aber zeigt sich 
die einzige Herabsetzung des p,-Wertes, nimlich von 6,8 auf 6,4. Eine 
vergleichende Titration mit n/10 NaOH ergibt folgende Aziditiits- 
werte auf 100 ccm Bouillon bezogen (Indikator: Phenolphthalein): 

Verunreinigte Extraktbouillon. . . . . 1,7 ccm n-NaOH, 
Sterile Extraktbouillon 1,5 cem n-NaOH. 

3. Versuch. Eine Nachpriifung des soeben geschilderten Befundes 
mit Reinkulturen der beiden verunreinigenden Kleinwesen, auBerdem 
mit den Staémmen 4 und 8 als Kontrollen in unserer Agareztrakt- Wasser- 
Bouillon mit ganz tibereinstimmender Technik ergab folgendes Resultat 
(Tabelle IV): 


Tabelle IV. 

















| Pa nach 24 Stunden PH nach 48 Stunden | Pu nach 5 Tagen 








Streptokokkus .... | 6,4 6,7 
| 


Wei 6,6 6,9 | 
Stamm 4 (CIRLS) MD | 7,0 74 
Stamm 8 CIRLS) M . | 6,7 7,6 
Kontrolle ungeimpft . . | 6,9 | 

Hier zeigt nun nicht nur der Streptokokkus ungefihr die gleiche 
Herabsetzung des p,-Wertes nach 24 Stunden, wie sie im urspriing- 
lichen Kélbchen gefunden wurde, sondern auch einer der beiden Koli- 
stimme (8) ergibt nach dieser Zeit eine deutliche p,,-Verminderung. 
(Im weiteren Verlauf der fiinftagigen Bebriitung fiihren die Kolistamme 
zu einer Herabsetzung der Wasserstoffzahl (Erhéhung des p, -Wertes) 


1) Gelatineplattenaussaat: Kein Wachstum. 
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unter jene der unbeimpften Kontrolle im Gegensatz zu den beiden 
Kokkenstémmen.) Woher dieses verschiedene Verhalten des Stammes 8 
riihrt, entzieht sich einer niheren Beurteilung. Es ist dazu nur zu 
erwahnen, da das Agarextraktwasser seit Anstellung des vorigen 
(zweiten) Versuches 2 Monate lang im Eisschranke aufbewahrt, die 
Zusammensetzung der Bouillon genau gleich gewahlt worden ist, der 
py-Wert des ungeimpften Substrats diesmal 6,9, frither 6,8 betrug. 


Die Richtigkeit der Annahme einer girbaren Substanz in der 
Agarextrakt-Wasser-Bouillon, mit Fleischextrakt Liebig und Pepton 
Witte bereitet (unter Vermeidung von Fleischwasser und ohne Zucker- 
zusatz), wird also durch den p,,-Verlauf bestitigt. 


4. Versuch. Burri und Staub (6) machten die Beobachtung, da8 durch 
Bact, casei 6 ,,in einem an und fiir sich giinstigen Nahrboden, wie z. B. 
Peptonschotten, im fliissigen Zustande weniger Gas gebildet wird als im 
festem Zustande, wie er durch Zusatz von 2% Agar erreicht wird. Da8 nicht 
etwa eine Vergérung des zugesetzten Agars als Quelle fiir die Mehrbildung 
von Gas in Frage kommt, lat sich durch Herstellung zuckerfreier Pepton- 
Agargemische, welche kein Gas liefern, leicht zeigen.‘ Die Erfahrung dieser 
Forscher hat uns veranla$t, mit der weiteren Priifung des Agars als még- 
licher Quelle der Saéurebildung so lange zu warten, bis sich nicht der Gehalt 
an garbaren Stoffen in anderen Bestandteilen der Oldekopschen Neutral- 
rotagarzusammensetzung ergeben haben wiirde. Da mubBte sich als der 
Priifung wert in erster Linie der Liebigsche Fleischextrakt erweisen, der 
ja nicht nur die Stickstoffverbindungen und Salze des Muskelfleisches, die 
in kaltem Wasser loslich sind, enthalten diirfte, sondern auch stickstoff- 
freie Stoffe [Milchsiure, Buttersiure, Inosit, Glykogen]'). Eine Priifung 
auf Gehalt an K6rpern, die Fehlingsche Lésung reduzieren, die Herr 
Dr. v. Fellenberg vorzunehmen die Freundlichkeit hatte, ergab ein negatives 


Resultat *). 

Zunichst lag uns daran, festzustellen, ob sich die Gasbildung, 
die im Medium :ait Zusatz von 3% Agar des zweiten Versuches ein- 
getreten ist, auch nachweisen lieBe im selben Medium mit Weglassung 
des Agars. Wir benutzten also eine Bouillon gleicher Zusammensetzung. 
Durch eine Kombination des Eudiometerprinzips mit der Nachweis- 
methode von Spuren von CO, durch van Steenberge suchten wir auch 
geringste Gasmengen der direkten Beobachtung zuginglich zu machen. 


1) Zitiert nach Kénig und Bomer, Zeitschr. f. analyt. Chem. 34, 548, 1895. 

2) Wasserige Fleischextraktlésung enteiweiSen durch Bleiessig (mit 
nachfolgendem Zusatz von Na,SQ,), Filtrat mit Fehlingscher Losung 
versetzen und 2 Minuten kochen. Es entwickelt sich eine schwache Triibung, 
die bei weiterem Zusatz von Alkali verschwindet und sich dadurch als 
Bleifallung dokumentiert. Es bleibt eine feinflockige, sparliche Fiallung. 
Diese ist aber nicht gelbrot (Sediment nach Zentrifugieren) und also nicht 
Cu,O. (Statt mit Bleiessig mit Tierkohle zu enteiweiBen, gelingt nicht, 
indem wohl eine Entfarbung zu erzielen ist, das entfairbte Filtrat aber mit 
Bleiessig noch einen voluminésen Niederschlag ergibt.) 
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Letztere besteht darin, daB in die Kulturfliissigkeit ein dicker, rvt- 
gliihender Platindraht eingetaucht wird. Ist CO, zugegen, so soll das Cas 
mit schwachem Gerausch lings dem Drahte entweichen unter Bildung 
von Blasen, die sich an der Fliissigkeitsoberfliche um den Draht herum 
ansammeln. Bei Fehlen von Gas soll hingegen ein scharf zischendes Gerausch 
bemerkbar sein, wahrend sich kein Gas bildet. Die Kulturfliissigkeit 
brachten wir in Smithsche Gdrréhrchen. 

Sie war wie iiblich mit NaOH so alkalisiert worden, daB8 Pa = 6.9 
betrug. (Die Alkalisierung mit Sodalésung ist nach Michaelis zu vermeiden, 
weil sich dabei nachtraglich beim Sterilisieren Veranderungen der Wasser. 
stoffzahl einstellen kénnen. MuBte zum Einstellen des p, Saure verwendet 
werden, so benutzten wir jeweils Salzsiure. In allen diesen Versuchen, 
wo es sich um den Nachweis von Spuren von girbarer Substanz handelt, 
wurde auch immer mdglichst schonend sterilisiert. ) 

Als Kontrollen dienten Kulturen in der gleichen Nahrfliissigkeit, die 
noch einen Zusatz von 0,1 % Traubenzucker erhalten hatte. Die Teststamme 
waren die gleichen wie im zweiten Versuch. Aufstellung bei 37°. Der Ver- 


such ist in Tabelle V wiedergegeben. 
Tabelle V. 
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5, | 8 10 | 24 
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art) © gart| © |gegoren| + + gegoren| 
Stamm 5 | ttt || tt | ttt || te | tte | tt | tte | 
CIRLS) M | ® |¢pigart|+-+| gart | +-+ | gegoren) — | 
| | | | | — | 
Stamm 8 | ttt | tt | ttt || te | ttt | ttt | ttt tte} ttt 
| | | | 


Stamm 4 t 
8 
t 
8 
(CIRLS) M|| 6 |gaért| © gart| © (gegoren|) © (gegoren| © gegoren 
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t 
8 
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Stamm 11 | t | ttt || tt | ttt | tt | ttt | tte | tte |-—-| — 
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Stamm 21 | 
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Ungeimpfte | i] | 
Sattells 98 8 | 6 | 


Zeichenerklaérung: 
t = schwache 
tt = mittelstarke } Triibung durch Bakterienwachstum, 
ttt = starke 
© = kein Gas, auch nicht nach Platindrahtprobe nach van 
Steenberge, 
+ = Spiirchen von Gas, 
++ = Spur von Gas, 
+++ = kleine Gasblase, die Kuppe des Smithréhrchens beinahe 
fiillend. 
Umrandung der + Zeichen = betreffende Gasentwicklung erst nach 
Platindrahtprobe eingetreten. 
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Die py-Werte betrugen am Ende der Bebriitung 
bei Stamm 4... 6,9 nach 24 Stunden 

page fp 

S.54° 72 

SA RA 

5-556 VO 

‘s es OS 
Der Liebig-Fleischextrakt pflegt Verwendung zu finden bei der 
Herstellung von Nahrmedien mit Zusiatzen verschiedener, bakterien- 
diagnostischen Zwecken dienender Zucker- und Zuckeralkoholarten. 
Gegenwart auch nur kleiner Mengen von Muskelzucker miiBte hier 
sehr stérend wirken, weshalb von der Benutzung der gewéhnlichen 
tind- oder Pferdefleischbouillon abgesehen wird. Da aber auch im 
Liebig-Fleischextrakt noch solche Stoffe zugegen sind, lehrt der vor- 
liegende Versuch. Von den verwendeten sechs Stimmen entwickelte 
nur einer (8) kein (nachweisbares) Gas, wihrend bei zweien (4 und 11) 
das erstmals beobachtete Gas ohne, bei dreien (5, 25 und 21) mit Zu- 
hilfenahme des heiBen Platindrahtes in die Erscheinung getreten ist. 
5. Versuch. Es war noch der Nachweis zu fiihren, daB das gebildete 
Gas ausschlieBlich aus dem Fleischextrakt gebildet wurde und nicht 
aus dem Pepton Witte, welches bei der Herstellung obiger Fleisch- 
extraktbouillon auch zur Verwendung kam. Wir stellten uns zu diesem 
Zwecke folgende Nihrfliissigkeiten her, die neben einem Niahrsalz- 


gemisch jeweils ausschlieBlich die auf Garbarkeit zu priifende Substanz 
enthielten : 


Peptonwasser: 2% Pepton Witte, 

0,2% Dikaliumphosphat, 

0,04 % Magnesiumsulfat, 

0,25% Natriumcarbonat krist., 

0,001 % Calciumchlorid, trocken, 
¥% Stunde strémender Dampf, Papierfiltration, p,, mittels Salzséure auf 
6,9 bringen. 10 Minuten 120°, Abkiihlen im Eisschrank iiber Nacht. p,, ist 
jetzt 7,2. Papierfiltration. Abfiillen in Smithsche Réhrehen und frak- 
tioniert sterilisieren. 

Fleischextraktwasser: 2% Fleischextrakt Liebig, das obige Niahrsalz- 
gemisch. Analoge Verarbeitung; p,, = 7,0. 

Fleischextraktbouillon, hergestellt wie im zweiten Versuch (Py = 56,9); 
die Kulturen in dieser dienen als Kontrollen. 

Wie sich aus Tabelle VI ergibt, mu8 der Fleischextrakt als das Aus- 
gangsmaterial fiir die Gasbildung angesehen werden. Als Teststamme 
verwendeten wir beim Peptonwasser die vier Coli communior-Stamme 
1, 4,5 und 8, die drei Aerogenesstimme 10, 11 und 22 und den Mehlkoli- 
stamm 25, die als zu den kriaftigsten Enzymbildnern gehérend zu betrachten 
sind. Fiir die Fleischextraktmedien wahlten wir neben solchen (1 und 
5 = Coli communior, 10 und 11 = Aerogenes, 25 = Mehlkoli) noch die 
beiden Koliformen 12 und 21, deren Vergiirungsvermégen quantitativ 
hinter jeném der vorerwihnten etwas zuriicksteht. 
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Die van Steenbergesche Nadelprobe verlangt insofern Vorsicht, als 
bei einem briisken Einfiihren der Platinnadel, wie wir uns iiberzeugten, 
zugleich Luft in die Nahrfliissigkeit gelangen kann. Da8 aber unsere Er- 
gebnisse nicht Artefakte sind, ergibt sich aus der guten Ubereinstimmung ’ 
in dem Sinne, da8 bei den Peptonwasserkulturen nie Gasblischen sich 
zeigten, daB sich die Versuchsstiimme in Versuch 4 und 5 analog verhielten, 
da8 die beiden Stimme 10 und 12 weder in Fleischextraktwasser noch in 
Fleischextraktbouillon Gasbildung verursachten. Bei Stamm 1 allerdings 
kam es nur im Fleischextraktwasser zur Gasbildung. Diese aber hatte 
bereits vor Anwendung der van Steenbergeschen Nadelprobe eingesetzt. 


Die Ergebnisse von Versuch 4 und 5 lassen sich folgendermaBen 
zusammenfassen : 

Peptonwasser wurde von keinem der gepriiften Stamme (Stamm 1, 
4, 5, 8, 10, 11, 22, 25) unter Bildung von Gas angegriffen. 

AusschlieBlich Fleischextraktwasser wurde vergoren von Stamm 1. 

Fleischextraktbouillon: Kein Gas ergaben Stamm 1, 8, 10, 12; 
Gas zeigten Stamm 4, 5, 11, 21, 25. 

Vier weitere sowohl bei Fleischextraktwasser, als auch Fleisch- 
extraktbouillon gepriifte Staimme ergaben in beiden Medien Gasbildung ; 
diese setzte zuerst ein im Medium II bei den Stammen 11 und 21, im 
Medium III bei den Stémmen 5 und 25. 

Damit haben die Versuche betreffend die Frage nach der sdure- 
liefernden Substanz in Neutralrotnihrmedien ohne Zuckerzusatz ihr 
vorliufiges Ende gefunden. Es ergibt sich aus ihnen, daB diese nicht 
im Agar zu suchen ist, sondern wenn iiberhaupt vorhanden, im Fleisch- 
extrakt (daB dem Fleisch im gegebenen Falle dieselbe Rolle zukommt, 
darf ohne weiteres gefolgert werden). Eine andere Frage, auf die unten 
zurickzukommen sein wird, ist, ob wirklich der sauren Reaktion in 
der ersten Phase der Neutralrotreaktion die Bedeutung einer ,,conditio 
sine qua non“ zukommt. Die verbessernde Wirkung des Agarzusatzes, 
die Bornand beim Zusatz dieses gelbildenden Stoffes zu Neutralrot- 
bouillon beobachtete, méchten wir einstweilen ausschlieBlich der 
Schaffung anaerober Verhiltnisse zuschreiben; dabei ist auch die 
Rolle der soeben nachgewiesenen, im Fleisch(-Extrakt) befindlichen, 
Gas liefernden Substanz als Reduktionsfaktor im Sinne der Méglich- 
keit der Bildung naszierenden Wasserstoffs im Auge zu behalten. 
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Uber das Wesen der Neutralrotreaktion in Bakterienkulturen. | 


Von 
Hans Geilinger und Karl Schweizer. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des eidgendssischen 
Gesundheitsamtes, Bern). 


(Eingegangen am 5. Marz 1923.) 


Itt. Uber die Bedingungen fiir das Zustandekommen der biochemischen _ 


Neutralrotreaktion. jammo 
a) Uber den EinfluB der Zuckermenge auf den Verlauf der Wasserstoffzahlen das Net 
in Bouillonkulturen. oder ne 

6. Versuch. Im Laufe des Studiums der bakteriellen Neutralrot- de 
reaktion beanspruchte bald die Frage nach der Rolle des Zuckerzusatzes ob 4 
beziehungsweise nach dessen ZweckmaBigkeit ein besonderes Interesse. 9 
Seit, wie bereits erwihnt, durch Scheffler der Zusatz von Traubenzucker pe re 
(0,3%) zum Rothbergerschen Neutralrotagar empfohlen worden war, den = 
Oldekop, iibrigens auch ein Befiirworter der Niitzlichkeit dieses Zusatzes, bey 
auf 0,15 % verringerte, machten sich spaterhin beim Ubergang zur fliissigen begat k 
Form des Neutralrotmedium (Savage-Bouillon mit 0,5% Glucose) gewisse pee 
Ubelstande geltend, die auf die Anwesenheit des Zuckers zuriickgefiihrt I 
werden muSten. Da der fliissige Zustand des Substrats fiir die Reaktion re { 
wenig geeignet ist, darauf hat schon Rothberger hingewiesen. Moore und pene 
Revis erhielten bei Weglassung der Glucose in Savage-Bouillon bei Koli- s | 
staémmen eine vollstandige und bleibende Reaktion, die bei Glucosegegen- peste 
wart gar nicht eintrat oder unvollstandig und sehr fliichtig ausfiel. Sie wees 
erkliren dies durch Annahme einer Verbindung der rasch durch Bact. A 
coli gebildeten Saéure mit dem Neutralrot, welche Verbindung nicht redu- to j 
zierbar sei durch die weitere Tatigkeit des Bact. coli. Im gleichen — 
Sinne spricht sich Segale aus. Wie die vorigen Autoren, empfiehlt er Lactose ] 
statt Glucose als weniger schidlich wirkend. Auch Guerbet hat sich unter wir u 
anderem der Savage-Bouillon bedient. Gewisse Kolistémme gaben kaum nahin 
feststellbare Reaktion. Rochaiz (26) befiirwortet deshalb das Weglassen : 
des Zuckers beim Gebrauch der Savage-Bouillon. in K 

Andererseits bietet eine nicht zu starke Saurebildung gewisse Vorziige. wirk 
Mandoul und Gruat (1915) treten fiir den Zusatz von Glucose ein, dadadurch } gum 
ein Umschlag in Alkalisch mit seinem irrefiihrenden Farbumschlag ver- ~ geha 
mieden werde. Bulir zieht die saure Reaktion mit als Kriterium fiir das 
Vorhandensein von Bact. coli heran. gelte 

Rochaix und Dufourt, veranlaBt durch ihre Entdeckung, da einzig letzt 
die der Harnstoffvergirung fahigen Mikroorganismen, zu denen auch fliiss 
Bact. coli zu rechnen ist, imstande sind, die vollstaéndige Rothbergersche — 
Reaktion (Fluoreszenz und Kanariengelbfirbung) zu geben, gelangen zu 
einer eigenen Auffassung. Sie erblicken, wie es scheint, die Bedeutung sucr 
des Zuckers einzig darin, da8 damit eine Substanz vorliegt, aus der Gas géne 
gebildet werden kann, indem dem Gas als Kriterium fiir Bact. colli vert 
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gegeniiber den anderen Harnstoffvergirern eine wesentliche Bedeutung 
zugesprochen werden mu8. Hingegen legen sie zum mindesten wenig 
Gewicht auf die Bedeutung des Zuckers als wichtigen Reduktionsfaktor'). | 

Sie gelangen, gestiitzt auf den oben erwiahnten Parallelismus zwischen ° 
Harnstoffvergirung und Neutralrotreduktion, zu folgender Hypothese 
(C. r. Soe. Biol. 1910, II, 328); Der Zusatz von Alkalien und Ammoniak 
im besonderen bedingt einen Umschlag des Neutralrotes in Gelb, wobei 
ein neuer Kérper entsteht. Die Mikroben wie iibrigens alle lebenden Gewebe 
bedingen durch ihre Lebenstitigkeit die Entstehung von Harnstoff. Es 
ist nun wahrscheinlich, da8 ausschlieBlich die Harnstoffvergirer, die einzig 
imstande sind, den Harnstoff in Ammoniumcarbonat zu verwandeln, diesen 
Harnstoff' in den Kulturen letzten Endes in Ammoniumverbindungen 
umsetzen, die infolge sekundirer Reaktionen zur voriibergehenden (?) 
Entstehung freien Ammoniaks fiihren wiirden (,,composés ammoniacaux, 


n, | 


hen — qui, par suite de réactions secondaires, donneraient momentanément de 
lammoniaque libre‘), Das so in Freiheit gesetzte Ammoniak wirke auf 
thlen das Neutralrot, bringe es zum Umschlag in Gelb und wiirde dann umgesetzt 
oder neutralisiert. 
lrot. FuBend auf dieser Hypothese, mu8 man die Gegenwart von Zucker 
in als Sdéurequelle als schidlich erachten. So kommt Rochaizx folgerichtig 
ease dazu, bei aeroben Kulturen auf die Verwendung von Zucker und damit 
hae auf die Kolidiagnose zu verzichten zugunsten einer zuverlassigen Reaktion 
den und der Diagnose auf Wasserverschmutzungsmikroben. Er fiihrt allerdings 
wee Versuche von Guerbet mit anaeroben Kulturen an (25), wobei die Gegenwart 
igen von Glucose nicht schidigend gewirkt hatte, fiihrt dies aber lediglich darauf 
fiane guriick, daB die Anaerobiose das Erscheinen der Saure verzégere. 
ibrt Wir werden unten noch eingehend auf die Stichhaltigkeit der Hypothese 
Ness von Rochaix und Dufourt einzutreten haben, mdchten aber schon hier 
und darauf hinweisen, da8 man wohl zu unterscheiden hat zwischen dem infolge 
‘oli- Alkaligegenwart aus Neutralrot entstehenden rétlichgelben, nicht fluores- 
ns zierenden Kérper und dem kanariengelben, fluoreszierenden, der in den 
‘Sie reduzierenden Bakterienkulturen in die Erscheinung tritt (Guerbet, 
act. Thése 1911, S. 54). Ist nun dieser letztere auch durch die Gegenwart 
in. von Alkali bedingt ? Mit der Verneinung dieser Frage fallt auch die Hypothese 
hen von Rochaix und Dufourt. 
ose Beim skizzierten unabgeklarten Stande der Frage versprachen 
an wir uns fiir eine vorliufige Orientierung Anhaltspunkte aus der Kenntnis- 
n . *s 
am nahme der Wasserstoffzahlen und des Verlaufes ihrer Veranderungen 
in Kulturen mit verschiedenem Zuckergehalt. Liegt schadliche Saure- 
Be. wirkung vor, so diirfte sie durch die Wasserstoffzahlen am treuesten 
ch} gum Ausdruck gebracht werden. Da die stérende Wirkung des Zucker- 
“ ' gehaltes sich weniger im festen, als vielmehr im flissigen Substrat 
geltend gemacht hatte, so beschrankten wir uns auf die Priifung des 
ig letzteren. Den verhiltnismaBig niederen Nahrstoffgehalt der Kultur- 
ch fliissigkeit im ersten diesbeziiglichen Versuch (6. Versuch) wahlten wir 
1e ee 
Ul 1) Rochaiz, Revue d’Hygiéne 89, 478, 1917: ,,Mais la présence des 
ig sucres, si elle permet de surprendre la formation de gaz dans les cultures, 
iS géne considérablement le virage du milieu au jaune canari avec fluorescence 
li verte.‘ 
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in Riicksicht auf die Verhiltnisse der Praxis, wo die Nahrlésung durch 
das zu priifende Wasser éfters betrichtlich verdiinnt werden diirfte. 


Die Nahrfliissigkeiten wurden wie folgt hergestellt: 
Nahrlosung I: 
3°/o9 Fleischextrakt Liebig 
5°/o9 Pepton Witte 1/, Stunde 85° 
Destilliertes Wasser 
Py auf 6,9 bringen (geschah hier irrtiimlicherweise mittels Soda). 
Auf 22° abkiihlen, filtrieren durch Filtrierpapier. 
Dextrosezusatz: 1 bzw. 0,1 % (Praparat verursacht etwas Triibung) 
Abfiillen zu 100 cem in Erlenmeyerkélbchen. 
20 Minuten 115°, worauf vermehrte Triibung entstanden ist. 
Pu = 7,0. 
Nahrlésung IT: 
3°/o9 Fleischextrakt Liebig | 
5°/99 Pepton Witte 20 Minuten 115°. 
Destilliertes Wasser 
Py auf 6,9 bringen (mittels NaOH). 
20 Minuten 120°, Eisschrank tiber Nacht, durch Papier filtrieren, 
Dextrosezusatz: 1 bzw. 0,1% (Praparat rein, verursacht keine 
Triibung). 
Abfiillen zu 100 cem in Erlenmeyerkélbchen. 
Fraktioniert sterilisieren. Bouillon bleibt klar. 
Py = 6,8 bzw. 6,85 (Differenz innerhalb Fehlergrenze der Ab- 
lesung!). 

Die Feststellung der Wasserstoffzahlen wurde nach 24 und 48 Stunden 
und nach 5 Tagen bei bestindigem Aufenthalt bei 37° durchgefiihrt. Es 
handelte sich hier also nicht um ein Eintreten auf die Anschauungen von 
Rochaix und Dufourt, das auch Beobachtungen in kiirzeren Zeitintervallen 
nach der Impfung erfordert hatte (denn dabei kénnen sich die wichtigsten 
Vorgiinge innerhalb der ersten 24 Stunden abspielen), sondern wir 
wollten lediglich den Einflu8 der verschiedenen Zuckergehalte auf den 
Wert der Wasserstoffzahlen feststellen. Die Beobachtungsdauer wurde 
nicht iiber 5 Tage ausgedehnt, da eine langere Zeitdauer auch bei den 
beziiglich der Neutralrotreaktion sich schwicher verhaltenden Stammen 
nicht in Betracht fallen konnte. Am Ende des Versuchs wird der reine 
Zustand der Kulturen durch Gelatineplatten festgestellt. Ein Teil derselben 
weist keine wachstumfaihigen Keime mehr auf!). Die Versuchsresultate 
sind in Tabelle VII niedergelegt. : 


1) Nach dem 5, Tage bleiben die Kélbchen bei Zimmertemperatur im 
Dunkeln; die Priifung auf Reinheit erfolgte am 6. Tage bei Nahrlésung |, 
am 7. Tage bei Nahrlésung II*, am 5. Tage bei Nahrlésung II. Die Aussaat 
auf Gelatineplatten geschah folgendermaBen: Kultur gut durchmischen, 
in erste Platte je eine kleine Ose, davon in zweite Platte je eine mittlere Ose. 
Als abgestorben erwiesen sich: 

Nahrlésung I; 1% Dextrose: 1, 6, 7, 9, 10 (2 Kol.), 12. 

0,1% Dextrose: 10, 12, 27. 
1% Dextrose: 1, 2 (5 Kol.), 5, 6, 7, 9, 10, 12, 27, 28. 
0,1% Dextrose: 9, 10, 12 (3 Kol.), 27, 28. 
II*; 1% Dextrose: 4, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21. 
II*; 0,1% Dextrose: 14, 15, 17, 18, 20, 21, 29. 
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Es ergibt sich also eine ganz betrdchtliche Herabsetzung des p,,- Wertes 
ch Koli- und auch durch koliforme Stamme innerhalb der ersten 
Stunden, und zwar nicht nur bei Gegenwart von 1%, sondern, wat 
: besonders interessieren mu, auch von nur 0,1°%, Dextrose. Mit 
n Alterwerden der Kulturen zeigt sich dann im allgemeinen ein wm- 
ehrtes Verhalten der p,-Werte bei den Kulturen mit verschiedenem 
ckergehalt: Bei 1% Traubenzucker geht der py-Wert noch etwas 
eiter herunter, um, wie es scheint, einen fiir die Koliart charakte- 
istischen Endwert zu erreichen (Clark und Lubs haben auf die End- 
rasserstoffionenkonzentration in Kulturen von bestimmt zusammen- 
setztem Medium als Art- und Rassenmerkmal hingewiesen: Clark 
d Lubs, Journ. of Infect. Dis. 17, 110, 1915; ref. C. f. B., I. Abt. 
Ref. 64, 410; Clark, Journ. of Biol. Chem. 21, 87, 1915; ref. C. f. B., 
I. Abt. Ref. 66, 490), waihrend bei Gegenwart von 0,1°% Trauben- 
zucker im Laufe von 5 Tagen umgekehrt p, wieder steigt; doch zeigt 
sich letztere Erscheinung regelmaBig und deutlich nur bei der durch 
Kiwei® (?)-Fallung getriibten Nahrlésung I. Durch besonders weit- 
gehende Erhéhung des Wasserstoffexponenten auch in der klaren 
Nahrlésung II (p, = 7,6 bzw. 7,2) zeichnen sich die Stamme 11 (Aero- 
genesstamm) und 25 (Mehlkolistamm) aus, was auf besonders starkes 
EiweiBabbauvermégen zuriickzufiihren sein diirfte. Der Unterschied 
in der abgesehen vom Zuckerzusatz bestehenden Zusammensetzung der 
beiden Nahrlésungen kommt also im allgemeinen in den Kulturen mit 
°/, Dextrose bedeutend weniger zum Ausdruck als in jenen mit 0,1 %. 
7. Versuch. Wir suchten nun einerseits durch weitere Ausdehnung 

der Beobachtungszeit (auf 12 Tage) Ubereinstimmung des letzten 
und vorletzten p,-Wertes zu erreichen, andererseits sollte das Ver- 
halten des Wasserstoffexponenten in Kulturen ohne Zuckerzusatz 
ermittelt werden, da auch der geringe Zusatz von 0,1°% Dextrose 
immer noch eine  betriichtliche Erhéhung der Wasserstoffionen- 
konzentration innerhalb der ersten 24 Stunden zur Folge gehabt hatte. 








Als Kultursubstrat verwendeten wir diesmal eine Fleischextrakt- 
Peptonbouillon folgender Zusammensetzung: 

2% Pepton Witte, 1% Fleischextrakt Liebig, 0,1°% Kochsalz, 4% Stunde 
strémender Dampf, Papierfiltration, p, auf 6,9 bringen (NaOH), 10’ 120°, 
iiber Nacht 10°, Papierfiltration, in Kélbchen abfiillen zu 100 cem (nach 
Zuckerzusatz), fraktioniert sterilisieren, die mit 1%, 0,159% und ohne 
Dextrose verwendet wurde, als zuckerfreies Substrat ferner noch das Pepton- 
wasser mit dem Niahrsalzgemisch des 5. Versuches. Die Kulturen wurden 
mit paraffiniertem Verschlu8 versehen und wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer wieder bei 37° gehalten. Die Zeitintervalle der Beobachtung waren, 
abgesehen von der Beobachtung nach 12 Tagen, dieselben wie im vorher- 
gehenden Versuch, doch wurde ein Teil der Staéimme schon nach 16 statt 
24 Stunden der Priifung unterzogen. Wieder wird am Ende des Versuches 
die Reinheitspriifung mittels Gelatineplattenkultur durchgefiihrt. 
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in Riicksicht auf die Verhaltnisse der Praxis, wo die Nahrlésung durch 
das zu priifende Wasser éfters betriachtlich verdiinnt werden diirfte. 


Die Niahrfliissigkeiten wurden wie folgt hergestellt: 
Nahrlésung I: 
3°/o9 Fleischextrakt Liebig 
5°/9 Pepton Witte 1/, Stunde 85° 
Destilliertes Wasser 
Py auf 6,9 bringen (geschah hier irrtiimlicherweise mittels Soda). 
Auf 22° abkiihlen, filtrieren durch Filtrierpapier. 
Dextrosezusatz: 1 bzw. 0,1 % (Praparat verursacht etwas Triibung). 
Abfiillen zu 100 cem in Erlenmeyerkélbchen. 
20 Minuten 115°, worauf vermehrte Triibung entstanden ist. 
Py = 7,0. 
Nuhrideung II: 
3°/o) Fleischextrakt Liebig | 
5°/99 Pepton Witte 20 Minuten 115°. 
Destilliertes Wasser 
Py auf 6,9 bringen (mittels NaOH). 
20 Minuten 120°, Eisschrank tiber Nacht, durch Papier filtrieren, 
Dextrosezusatz: 1 bzw. 0,1% (Praparat rein, verursacht/ keine 
Triibung). 
Abfiillen zu 100 ccm in Erlenmeyerkélbchen. 
Fraktioniert sterilisieren. Bouillon bleibt klar. 
Py = 6,8 bzw. 6,85 (Differenz innerhalb Fehlergrenze der Ab- 
lesung!). 

Die Feststellung der Wasserstoffzahlen wurde nach 24 und 48 Stunden 
und nach 5 Tagen bei bestindigem Aufenthalt bei 37° durchgefiihrt. Es 
handelte sich hier also nicht um ein Eintreten auf die Anschauuagen von 
Rochaix und Dufourt, das auch Beobachtungen in kiirzeren Zeitintervallen 
nach der Impfung erfordert hatte (denn dabei kénnen sich die wichtigsten 
Vorgiinge innerhalb der ersten 24 Stunden abspielen), sondern wir 
wollten lediglich den Einflu8 der verschiedenen Zuckergehalte auf den 
Wert der Wasserstoffzahlen feststellen. Die Beobachtungsdauer wurde 
nicht tiber 5 Tage ausgedehnt, da eine langere Zeitdauer auch bei den 
beziiglich der Neutralrotreaktion sich schwicher verhaltenden Staémmen 
nicht in Betracht fallen konnte. Am Ende des Versuchs wird der reine 
Zustand der Kulturen durch Gelatineplatten festgestellt. Ein Teil derselben 
weist keine wachstumfaihigen Keime mehr auf'). Die Versuchsresultate 
sind in Tabelle VII niedergelegt. ; 


1) Nach dem 5. Tage bleiben die Kélbchen bei Zimmertemperatur im 
Dunkeln; die Priifung auf Reinheit erfolgte am 6. Tage bei Nahrlésung |, 
am 7. Tage bei Nahrlésung II*, am 5. Tage bei Nahrlésung IT. Die Aussaat 
auf Gelatineplatten geschah folgendermafSen: Kultur gut durchmischen, 
in erste Platte je eine kleine Ose, davon in zweite Platte je eine mittlere Ose. 
Als abgestorben erwiesen sich: 

Nahrlésung I; 1% Dextrose: 1, 6, 7, 9, 10 (2 Kol.), 12. 

; 1% Dextrose: 10, 12, 27. 


I; 

II; 1% Dextrose: 1, 2 (5 Kol.), 5, 6, 7, 9, 10, 12, 27, 28. 
I; 0,1 % Dextrose: 9, 10, 12 (3 Kol.), 27, 28. 

IL*; 1% Dextrose: 4, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21. 
II*; 0,1% Dextrose: 14, 15, 17, 18, 20, 21, 29. 
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Es ergibt sich also eine ganz betrdchtliche Herabsetzung des p,,-Wertes 
ich Koli- und auch durch koliforme Staimme innerhalb der ersten 
Stunden, und zwar nicht nur bei Gegenwart von 1%, sondern, was 

s besonders interessieren muB, auch von nur 0,1% Dextrose. Mit 
m Alterwerden der Kulturen zeigt sich dann im allgemeinen ein wm- 
pkehrtes Verhalten der p,-Werte bei den Kulturen mit verschiedenem 
uckergehalt: Bei 1% Traubenzucker geht der pq-Wert noch etwas 
veiter herunter, um, wie es scheint, einen fiir die Koliart charakte- 
istischen Endwert zu erreichen (Clark und Lubs haben auf die End- 


wasserstoffionenkonzentration in Kulturen von bestimmt zusammen- 


-setztem Medium als Art- und Rassenmerkmal hingewiesen: Clark 
id Lubs, Journ. of Infect. Dis. 17, 110, 1915; ref. C. f. B., I. Abt. 
Ref. 64, 410; Clark, Journ. of Biol. Chem. 21, 87, 1915; ref. C. f. B., 
I. Abt. Ref. 66, 490), waihrend bei Gegenwart von 0,1°% Trauben- 
zucker im Laufe von 5 Tagen umgekehrt p, wieder steigt; doch zeigt 
sich letztere Erscheinung regelmaBig und deutlich nur bei der durch 
EiweiB (?)-Fallung getriibten Nahrlésung I. Durch besonders weit- 
gehende Erhéhung des Wasserstoffexponenten auch in der klaren 
Nahrlésung II (p, = 7,6 bzw. 7,2) zeichnen sich die Stémme 11 (Aero- 
genesstamm) und 25 (Mehlkolistamm) aus, was auf besonders starkes 
EiweiBabbauvermégen zuriickzufiihren sein diirfte. Der Unterschied 
in der abgesehen vom Zuckerzusatz bestehenden Zusammensetzung der 
beiden Nahrlésungen kommt also im allgemeinen in den Kulturen mit 
1% Dextrose bedeutend weniger zum Ausdruck als in jenen mit 0,1 %. 
7. Versuch. Wir suchten nun einerseits durch weitere Ausdehnung 

der Beobachtungszeit (auf 12 Tage) Ubereinstimmung des letzten 
und vorletzten p,-Wertes zu erreichen, andererseits sollte das Ver- 
halten des Wasserstoffexponenten in Kulturen ohne Zuckerzusatz 
ermittelt werden, da auch der geringe Zusatz von 0,1°% Dextrose 
immer noch eine betrichtliche Erhéhung der Wasserstoffionen- 
konzentration innerhalb der ersten 24 Stunden zur Folge gehabt hatte. 


Als Kultursubstrat verwendeten wir diesmal eine Fleischextrakt- 
Peptonbouillon folgender Zusammensetzung: 

2% Pepton Witte, 1% Fleischextrakt Liebig, 0,1% Kochsalz, 4% Stunde 
strémender Dampf, Papierfiltration, p, auf 6,9 bringen (NaOH), 10’ 120°, 
iiber Nacht 10°, Papierfiltration, in Kélbchen abfiillen zu 100 cem (nach 
Zuckerzusatz), fraktioniert sterilisieren, die mit 1%, 0,159 und ohne 
Dextrose verwendet wurde, als zuckerfreies Substrat ferner noch das Pepton- 
wasser mit dem Nahrsalzgemisch des 5. Versuches. Die Kulturen wurden 
mit paraffiniertem Verschlu8 versehen und wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer wieder bei 37° gehalten. Die Zeitintervalle der Beobachtung waren, 
abgesehen von der Beobachtung nach 12 Tagen, dieselben wie im vorher- 
gehenden Versuch, doch wurde ein Teil der Stiimme schon nach 16 statt 
24 Stunden der Priifung unterzogen. Wieder wird am Ende des Versuches 
die Reinheitspriifung mittels Gelatineplattenkultur durchgefiihrt. 





“DFunDArursunse { uUoFOMW uUoTpeyossny (, 


Regeeee aener «srr 


wo 


qjduntesun usjjorjyu0y 
“ne er ee 
i’ * * * W (dq) 62 
i’ ° ° * W (dad) 83 
°° * W (d) 43 
* “WA (Id) 9% 
ae (STUd) $Z 
“é €Z% 


os 

io] 
~ 

= 


HS 19105 Hi HD 1S « 


cia 
~e 
2 
oS 
m0 


~ 


Go 


Ce) 
WS 


- 


191818 1d 
=r 
tt i 


~ 


TOSRen2e 
2 OOOO 


re) 
wre 


~ 


Sssssisisispb 


Te) 
AWA 


“é 


N 


~ 


WD WD 1D UD Ad 1d 


Senge eaggae =a 


Boe er eee 
Pas LATA 


~ 


a 
-~ 
a 
. 


DAANNAS 


a 


Hid 


Cmoroco 


a 


1D 1 19 1 


“ 


‘WA 

“EA 

GWA (s’TH9) 

* GW ('THUIO) 
WwW ce 


n 


-~ 
G 
~ 
- 





~ 
~ 


Pt dt ot x 





—= 
OA OAR 
Creer 


| 
| 


vr) 
rr PIA mr AMA 


” 


So, 2OOHN 
WW IG S 


co | 
is | 


‘3 

a) 

N 
‘O 

5 
a! 

° 
2 
i 

| 

5 

oD . 
5 | 
br | 
2 
<a) 
hy 





~ 
~ 


. 


tt i i ei oi 
~~e 
WW AwB 


wd x 


ee 


cree 0 O00 


rm mt 16 
@ wo 
1006 
| al Sell Saad 


a 


ee 


| 
| 
| 
| 


7 
~ 
~ 
. 


46 


- 


ai 


sé 


aw (s’'TuTo) 


~ 
a“ 


| OO 
IG IW 


- 


ts tt 
| tH 





| 1 
; orn. 


| Oo 

one 
| exe 
| wares 


qa =—<——= 


ww 


Enaee Shin, | 
:ussey youu Hg 


9s01}x9Q7 Yo 10 9801}X9Q] Aq 1 9s8033x9q) Ao 1'9 | 9801}X9Qqq Yo] 








Il Bunsopyen 





‘ITA PUL 








ee 


Ausgefallen wegen Verunreinigung. 


2, 


Neutralrotreaktion in Bakterienkulturen. 97 


Uber die Versuchsergebnisse orientiert Tabelle VIII. Es lassen 
sich daraus folgende Feststellungen machen: 

1. Konstantwerden der Wasserstoffzahl bei Zusatz geringer 
Zuckermengen (0,15°% Dextrose) laB8t sich auch nicht bei Ausdehnung 
der Bebriitungszeit auf 12 Tage beobachten; aber selbst bei Gegen- 
wart von 1% Dextrose erreichen nicht alle Koliformen in dieser Zeit 
einen Endwert. 

2. Auch beim siebenten Versuch bedingt der geringe Traubenzucker- 
gusatz von 0,15% analog den Verhiltnissen beim vorhergehenden 
Versuch eine verhaltnismaiRig betrichtliche Herabsetzung des Wasser- 
stoffexponenten. 

3. Bei keiner der nach 16 Stunden beobachteten sieben Kulturen 
mit Zuckerzusatz lieB sich eine Erhéhung des p,,-Wertes iiber den 
wahren Neutralpunkt (7,07) nachweisen; im Gegenteil ergab sich in 
diesen Kulturen vorwiegend betrichtliche Verminderung dieses Wertes. 
Der Aerogenesstamm 11 fihrt sogar in Bouillon ohne Zuckerzusatz 
innerhalb 16 Stunden zu einer Herabsetzung des Wasserstoffexponenten. 
Es ist dieser Befund in Parallele zu setzen mit dem bei Stamm 8 im 
dritten Versuch (Tabelle IV) nach 24 Stunden beobachteten Verhalten. 

Da also p,-Werte iiber 7,07 im Zeitintervall von 16 Stunden 
bis 2 Tagen nach der Impfung bei den Bouillonkulturen mit Zucker- 
zusatz nicht beobachtet werden konnten, so bleibt fiir diese Falle nur 
noch die Annahme einer p,,-Erhéhung iiber 7,07 vor 16 Stunden, wenn 
man mit Rochaix und Dufourt an der Supposition der Wirkung von 
NH, festhalten will. Erhéhungen nach 5 Tagen haben natiirlich in 
diesem Zusammenhang keine Bedeutung mehr, da die typische bak- 
terielle Neutralrotreaktion sich spitestens nach 48 Stunden vollzogen 
haben soll. 

4. Hingegen interessieren uns diese spiteren py-Erhéhungen wegen 
dem durch sie veranlaBten Farbenumschlag in (Rétlich-) Gelb, der, 
worauf Mandoul und Gruat hinweisen, AnlaB zu Irrtiimern geben 
kénnte und nicht mit dem kanariengelben Umschlag der echten Reak- 
tion von Rothberger verwechselt werden darf. 

In Tabelle 1X sind die Ergebnisse der beiden einschlagigen Versuche 6 
und 7 nach diesen Gesichtspunkten dargestellt. Der Umschlagsintervall 


von Neutralrot erstreckt sich von p,, = 6,8 bis py = 8,0. Bei 6,8 ist es rot, 
bei 8,0 (orange-)gelb (Kolthoff). 


b) Uber das chemische Reduktionsprodukt des Neutralrots. 

8. Versuch. Guerbet hat darauf hingewiesen, daB nicht nur die Harnstoff- 
vergarer, sondern iiberhaupt alle mit der Fahigkeit der NH,-Bildung beim 
EiweiBabbau ausgestatteten Mikroorganismen der betreffend Vollistandigkeit 
der Neutralrotreaktion durch Rochaix und Dufourt aufgestellten Voraus- 
setzung Geniige tun diirften. Er weist iiberdies darauf hin, daB die Gegen- 
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Tabelle VIII. 





"Fleischextrakt-Bouillon a | Fleischextrakt-Bouillon 
mit 1° Dextrose mit 0,15%) Dextrose 


i 
| 


Pu nach Tagen 


| 1 Ze ee re ye 2 


Stamm 1 (CIRLS) MD | 4,9* | | 4,7 5,7* | 58 | 
4 (CIRLS) MD | 4,7 | 4,7 6,0 6,05 
5 (CIRLS) M , | 4,7* | 4,7 || 5,8* | 5,7 
8 (CIRLS) M .| 4,7 | | 4,7 | 605 | 63 | 6 
9 (CIRL) MD .| 48 14,7 | 569 | 69 | 
10 (CRLS) VMD) 4,9* | 53 || 5,1* | 6,2 | 
11 (CRLS) VD . | 5,0* | 163 || 63* | 63 | 
12 (CRLS) VM. | 5,2* 5,15 | 5,2* | 5,35) 
17 (CRLS) M_.|| 5,4 | 5,35 | 6,15 | 5,6 | 
21 (CRLS) M .| | 5,3 || 5,0* | 64 | 
22 (CRLS) V. .|| | 5,6 | 59 | 63 
24 (PRLS) V. .| 5,9 | 5,5 | 5,6 
25 (PRLS) V. ./| 5,4* | | 68 | 63* | 63 
aa 5,1 5,7 | 58 
: } * 6,75 | 6,8* | — | 
Kontrollen ungeimpft . | 675 | 70 | — 
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Fleischextrakt-Bouillon : 
chew Chettiene | Peptonwassser 








PH nach Tagen 


iy | 2 | Pag Tog by 


Stamm 1 (CIRLS) MD | 6,75* | ; a ~~ 
4 (CIRLS) MD | 7,2 | 
5 (CIRLS) M . | 6,8* | 
8 (CIRLS) M ./ 7,2 | 
9 (CIRL) MD.) 71 | 
10 (CRLS) VMD | 6,75* | 
11 (CRLS) VD . | 6,55* | 
12 (CRLS) VM. | 6,75* | 
17 (CRLS)M. .| 7,0 
21 (CRLS)M. . || 6,75* 
22 (CRLS) V. .| 7,0 | 
24 (PRLS) V. .| 7,0 | 
25 (PRLS) V. . || 6,75* | 
SP) uM... 41 TRS 
Kontrollen ungeimpft . | oi 
’ 


_ 


7,2* | 7,3 | 7,55' 
| 72* | 73 | 76 | 
72* | 73 | 76 | 


| 
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0 ~3 ~3 90 
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on | 


7,25* | 7,35 7,6 | 
| 7,25* | 7,35) 7,6 | 
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Die Priifung auf Reinheit, wobei in gleicher Weise geimpft wurde 
wie beim 6. Versuch, geschah wieder mittels Gelatineplatten; die Impfung 
erfolgte am 12. Tage. Dabei zeigten sich folgende Stiimme als abgestorben: 

Fleischextrakt-Bouillon mit 1% Dextrose: 1, 4, 5, 8, 9, 10, 12, 17, 21, 28. 

Fleischextrakt-Bouillon mit 0,15% Dextrose: 10, 12, 21, 28. 

Fleischextrakt-Bouillon ohne Dextrose: Keiner. 

Peptonwasser: Keiner. 


1) Nach 16 Stunden bei den mit * bezeichneten Proben. 
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Tabelle IX. 





H = 68 bis 7,95 | PH = 80 oder > 80 
Umschlag von Rot bis Gelb | Gelb 


Nahrlésung I, 1% Dextrose. Kontrolle: py = 7,0, Versuch 6. 
] Tag _ 
2 Tage . — 
5 Tage . || ~~ | 

Nahrlésung I, 0,1% Dextrose. Kontrolle: py = 7,0, Versuch 6. 


> ho Ye 


Tag 
2 Tage . Stamme: 2, 1l fa 
5 Tage . Stamme: 1, 2, 3, 5, 6, 7, 11, 13, 30 — 
Nahrlésung II, 1% Dextrose. Kontrolle: py = 6,8(5), Versuch 6. 
Tag . ~— | — 
2 Tage . = 
5 Tage . 34 } am 
Nahrlésung II, 0,1% Dextrose. Kontrolle: py = 6,8(5), Versuch 6. 
Tag | — | — 
2 Tage . | Stamm: 11 | _- 
5 Tage . Stimme: 11, 25 
Bouillon mit 1% Dextrose. Kontrolle: py = 6,85, 7,0, Versuch 7. 


1 Tag. | — 

2 Tage neg 

5 Tage | — 

12 Tage Stamm: 25 | — 
Bouillon mit 0,15% Dextrose. Kontrolle: py = 6,8, 7,0, Versuch 7. 


1 Tag. — ms 
2 Tage | _ 
5 Tage | Stamme: 8, 25 Stamm: 11 
12 Tage Stamme: 1, 4, 9, 11, 22, 24, 25 Stamm: 8 
Bouillon ohne Dextrosezusatz. Kontrolle: py = 6,8, 7,0, Versuch 7. 
1 Tag . || Stamme: 1, 4, 5, 8, 9, 10, 12, 17, 21, 22, 24, | — 
25, 28 
2 Tage Stamme: 1, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 17, 21, 22, | _— 
24, 25, 28 
5 Tage | Stémme: 4, 5, 9, 10, 12,17, 21, 22, 24, 25,28; Stamme: 1, 8, 11 
12 Tage | Stamme: 5, 10, 11, 12, 17, 21, 22, 24, 25, 28; Stamme: 1, 4,8, 9 
Peptonwasser ohne Dextrosezusatz. Kontrolle: py = 7,2, Versuch 7. 
) Tag he: Alle gepriiften Stamme 
2 Tage ” ” ”? 
5 Tage © ” 
12 Tage | ” 
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wart von Ammoniak keine Neutralrotreaktion bedingt, indem er Umschlag 
in Kanariengelb mit Fluoreszenz auch bei Fehlen freien Ammoniaks (,,en 
apparence‘‘) in den Kulturen beobachtete; andererseits verschwand diese 
Farbung trotz der Zunahme des Ammoniaks. 

Dessenungeachtet halt Guerbet doch an der Annahme der Notwendigkeit 
des Zugegenseins freien Ammoniaks in wenn auch noch so kleiner Menge 
fest. Andererseits weist er darauf hin, daB die Aziditaét sehr gro8 werden 
kénne ohne der typischen Gelbfarbung Eintrag zu tun, wenn diese letztere 
sich erst einmal ausgebildet habe; dies jedoch nur unter der Voraussetzung 
anaerober Verhiltnisse. 

7* 
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Seine diesbeziiglichen Folgerungen lauten etwa folgendermat}: 
Die Saure allein ist nicht imstande, die kanariengelbe Farbe zu verandern: 
ebensowenig ist Alkalitaét allein imstande, diese typische Farbung aufrecht 
zu erhalten. Ausschlaggebend ist das Vorhandensein bzw. Fehlen reduzierenider 
Vorgdnge. Damit steht man nun eigentlich wieder auf einem Punkte, wie 
ihn bereits Scheffler deutlich formuliert hat. 


Im folgenden liegt uns nun vor allem daran, den Nachweis zu 
fiihren, daB Ammoniak beim Zustandekommen der typischen Neutral. 
rotreaktion tiberhaupt keine Rolle spielt, sondern daB, worauf in klarer 
Weise hingewiesen zu haben das Verdienst Guerbets ist, Reduktions. 
prozessen eine ausschlaggebende Bedeutung zukommt. 


Es kann sich dabei nur um Anlagerung von Wasserstoff handeln, 
eine Sauerstoffabspaltung kommt nicht in Betracht, weil das Neutralrot- 
molekiil tiberhaupt kein Sauerstoffatom enthalt. Schwierigkeiten fiir dic 
Erklarung des chemischen Vorganges erwachsen aus den positiven Befunden 
Guerbets mit Neutralrotpeptonwasserkulturen von Bact. coli ohne Zucker. 
zusatz unter anaeroben Bedingungen, wo von der Entstehung gasformigen 
Wasserstoffes kaum die Rede sein diirfte. Hier driangt sich die Vorstellung 
einer direkten Ubertragung aus anderweitigem Molekiilverbande abge- 
spaltenen Wasserstoffs auf. Gro8e Wahrscheinlichkeit diirfte der Annahme 
zukommen, daS es sich hier um eine Sauerstoffabspaltung aus dem Wasser- 
molekiil handelt, wobei der frei werdende Wasserstoff sich an das Neutralrot- 
molekiil anlagert, ein Mechanismus, wie ihn Gézony und Kramédr auch fiir 
die Methylenblaureduktion anzunehmen geneigt sind. 


Schon das rein chemische Verhalten des Neutralrots gegeniiber 


Ammoniak einerseits, naszierendem Wasserstoff als solchem und in 
Kombination mit Einfliissen der Reaktion andererseits gibt uns weg- 
leitende Anhaltspunkte bei der Beurteilung der in Betracht fallenden 
Faktoren. Fiir eine diesbeziigliche zuvorkommende wertvolle Mit- 
arbeit méchten wir auch an dieser Stelle Herrn Dr. v. Fellenberg unseren 
herzlichen Dank aussprechen. Zunichst wurde der Versuch von Guerbet 
wiederholt, wobei wir zum gleichen Ergebnis gelangten. 


Zu 10 ccm Wasser werden gebracht: 
0,25proz. Neutralrotlésung .. . . 10 Tropfen, 
Zinkpulver ......... . . eimige Dezigramm, 
Essig- oder Milchsiure . . . .. . etwa 10 Tropfen. 


Den Verlauf des Versuches beschreibt Guerbet folgendermaBen: ,,On 
tiédit le mélange; un dégagement d’hydrogéne apparait. Si, continuant 
& tiédir la liqueur au-dessus d’un bec de Bunsen, de fagon & provoquer un 
dégagement abondant et régulier d’hydrogéne, on observe les modifications 
qui s’opérent dans la coloration du liquide, on constate que peu & peu la 
teinte groseille du rouge neutre acidifié passe au rouge rubis, puis au rouge 
pelure d’oignon. Au cours de ces réactions apparait, visible par réflexion. 
une fluorescence qui s’accentue & mesure que la réduction du rouge neutre 
s’avance et qui atteint son maximum lorsque la liqueur est devenue teinte 
pelure d’oignon (vue par transparence). 

Ace moment, on décante la liqueur pour la séparer du zinc et on ajoute 
goutte & goutte de l’ammoniaque pure ou de la potasse normale; sous |’in- 
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fluence de lalcali, la teinte rouge brique fait peu & peu place & une teinte 
orangée puis & une teinte jaune canari, quand l’alcali est en excés; la fluores- 
cence augmente jusqu’é ce que l’excés d’alcali dissolve le précipité gélatineux 
doxyde de zinc. La réaction du rouge neutre est alors compléte: par 
transparence on a une teinte jaune canari, par réflexion une fluorescence 
verdatre.“* 

Unsere weiteren rein chemischen Beobachtungen lassen sich 
folgendermaBen zusammenfassen, wobei N = Neutralrot vor der 
Reduktion, R = Neutralrot nach der Reduktion bedeutet: 

I. Farbe wisseriger N-Lésungen bei verschiedener Reaktion : 

N neutral = kirschrot. 

N sauer = blaustichiger rot 

N ammoniakalisch = orangegelb (Orangekristalle). 

II. Ausschiitteln obiger drei wisserigen Lésungen mit Amyl- 
alkohol (N in Amylalkohol): 





Reaktion Neutral | Sauer | Alkalisch (N H,) 


Amylalkohol orangerot rot orangegelb 
Wasser farblos hellviolett farblos 
III. Partielle Reduktion des N mit naszierendem Wasserstoff in 
saurer wasseriger Lésung in Anlehnung an den Versuch von Guerbet, 
Ausschiitteln mit Amylalkohol: 
ee 
Gelb, griin fluoreszierend (= hauptsachlich R) 
Durch wiederholte Amylalkoholextraktion kann R ganz vom N 
gereinigt werden (N iiberwiegend in Amylalkohol léslich gemaB ,,IT, 
sauer“’). Der so gereinigte, in Wasser geléste R ist rein gelb und stark 
griin fluoreszierend. 
IV. Ausschiitteln wisseriger Lésungen des R mit Amylalkohol 
(R in Amylalkohol): 
Aus saurer Lésung geht R teilweise (weniger als N!) in Amyl- 
alkohol, auch mit starker Fluoreszenz. 
Aus ammoniakalischer Lésung geht R quantitativ in Amylalkohol, 
wobei die Fluoreszenz schwach wird. 
(Wird wieder angesiuert, so geht R zur Hauptsache vom Amyl- 
alkohol wieder ins Wasser.) 
V. Weiteres Verhalten der wésserigen Lésung von R: 
Zusatz von Ammoniak: Fluoreszenz nimmt ab, verschwindet 
aber nicht. 
Zusatz von wenig HCl (n/10): Fluoreszenz bleibt. 
Zusatz von viel HCl: Fluoreszenz verschwindet; Farbe wird braun- 
lich-gelb, dann rétlich-braun, rot, violett (Oxydation). 
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Wahrend die schwach essigsaure Lésung von R recht gut halt\ar 
ist, so oxydiert sich die stark salzsaure an der Luft, schneller durch Zusat: 
eines Oxydationsmittels, z. B. Persulfat, wieder zu N. 

VI. Reduktion des N mit naszierendem Wasserstoff bei alkalisc/ey 
Reaktion (orangegelb) ist nicht gelungen, weder beim Erwarmen iiber 
der Bunsenflamme, noch bei stundenlanger Einwirkung von Mg bei 
35°. (Bei nachfolgender Ansiuerung kirschrot ohne Fluoreszenz, bei 
Amylalkoholzusatz verteilt sich dann der Farbstoff auf beide 
Lésungsmittel: Wasser und Amylalkohol.) 

Besonders hervorgehoben muB also werden, daB es zum Auftrelen 
des typischen kanariengelben, griin fluoreszierenden Farbstoffes der An. 
wesenheit alkalischer Reaktion und von NH, im besonderen gar nicht 
bedurfte, ja daB im Gegenteil durch Ammoniakgegenwart eine Ab. 
schwachung der Fluoreszenz bedingt wurde. Im Gegensatz zu der 
Auffassung von Rochaix und Dufourt und in Ubereinstimmung mit 
Bulir ist bei den vorliegenden rein chemischen Versuchen dieser Farb- 
stoff bei saurer Reaktion in die Erscheinung getreten. Was ihn aber 
bis jetzt oft tibersehen oder nicht richtig einschitzen lieB, ist der Um- 
stand, daB seine gelbe Farbe eben leicht durch das Kirschrot des noch 
nicht reduzierten Neutralrotrestes verdeckt wird. Es diirfte sich da 
um jene Faille handeln, wo bei kirschroter Farbung eine dunkelgriine 
Fluoreszenz auftritt, wie das bei fliissigen Neutralrotmedien (Savage- 
bouillon) 6fters beschrieben wurde. 

Mit Hilfe des Amylalkohols lieB sich also das noch nicht reduzierte 
Neutralrot entfernen und so wahrscheinlich machen, da®B es sich 
bei der kulturellen Neutralrotreaktion um das Vorliegen eines (e- 
misches beider Farbstoffe handle, eines Gemisches, das sich in seiner 
Zusammensetzung im Verlaufe der vollstindigen Reaktion in dem 
Sinne andert, da8 im’ Beginn der gelbe fluoreszierende, am Ende der 
Reaktion der kirschrote véllig fehlen. 

Was nun die Reaktion (Wasserstoffionenkonzentration) anbelangt, so 
1aBt sich aus diesen Versuchen ferner schlieBen, daB diese Reduktions- 
reaktion als solche in gewissen Grenzen wohl unabhdngig von derselben sein 
wird. (Was uns rein chemisch nicht gelungen ist, Reduktion bei alkalischer 
Reaktion, diirfte ja immerhin bei einer Bakterienkultur kein Ding der 
Unméglichkeit sein. Guerbet verzeichnet iibrigens die Reduktion in alkali- 
scher Lésung und gibt an, da8 der entstehende K6rper in wiasseriger Lésung 
eine zeisiggelbe Farbe mit prachtiger Fluoreszenz bedinge.) Wir diirfen 
uns vorstellen, daB bei jungen Kulturen mit Zuckerzusatz der typische 
Umschlag bereits eingetreten sein wird zu einer Zeit, wo noch saure Reaktion 
besteht, daB aber bei alteren Kulturen dieser Umschlag auch bei alkalischer 
Reaktion bestehen bleiben kann, vorausgesetzt, da® fiir Fernhaltung des 
Luftsauerstoffes gesorgt wurde. Auch hier zeigen uns obige Versuche, dati 


bei Gegenwart von Saure und Sauerstoff die Neutralrotreaktion reversibe! 
ist, indem sich der gelbe fluoreszierende Farbstoff dabei in den ’roten zuriick. 
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verwandelt. Sind die Kulturen nicht anaerob gehalten, so kann beim 
Alterwerden der Fall einer Gelbfirbung wohl eintreten, diese ist aber nicht 
von Fluoreszenz begleitet, und das Gelb hat einen Orangeton: Es handelt 
sich einfach um Alkaliumschlag, wie er bei py = 8,0 vollzogen ist. 

GemaB dieser Uberlegungen kinnen wir uns nun ohne weiteres folgende 
Faille bei Neutralrotkulturen als médglich vorstellen: 

1. Kanariengelb + Fluoreszenz = vollstandige Reduktion, Reaktion 
sauer bis alkalisch. 

2. Rot + Fluoreszenz = partielle Reduktion, Reaktion sauer bis 
neutral. 

3. Orangegelb + Fluoreszenz = partielle Reduktion, Reaktion sauer 
bis alkalisch; die orangegelbe Farbe bei saurer Reaktion bedingt durch 
Uberdeckung von Kanariengelb und Rot, bei alkalischer Reaktion als 
solehe vorhanden. 

4. Orangegelb ohne Fluoreszenz = keine Reduktion, Reaktion alkalisch. 

Kehren wir nochmals kurz zum Gwerbetschen Versuche zuriick, so 
ware dieser nun so aufzufassen, daB zunichst eine partielle, hauptsachlich 
durch Griinfluoreszenz sinnfallig werdende Reduktion des Neutralrotes 
bei saurer Reaktion herbeigefiihrt wiirde, und daB dann durch den Zusatz 
des Alkali der nicht reduzierte, mit seiner roten Farbe den kanariengelben 
fluoreszierenden Farbstoff iiberdeckende und so zu der Skala der Misch- 
farben fiihrende Rest zum Umschlag in Orangegelb gebracht wiirde; da- 
durch kame nun das typische Gelb des reduzierten Farbstoffes erst zum 
Vorschein. Es bedarf des Hilfsmittels des Alkalizusatzes nun nicht mehr, 
indem durch die Trennung mittels Amylalkohols die Kanariengelbfarbung 
des reduzierten Farbstoffes von Anfang an sich feststellen laBt. 


c) Uber die Abhdngigkeit der Neutralrotreaktion in (fliissigen) Bakterien- 
kulturen von Sauerstoff und Aziditat. 

9. Versuch. Es handelte sich fiir uns noch darum, die aus den 
rein chemischen Beobachtungen gezogenen Folgerungen an Bakterien- 
kulturen bestiitigt zu sehen. Zugleich bilden die im folgenden anzu- 
fiihrenden Versuche eine Bestitigung und Erginzung zu denen von 
Guerbet. Im 9. Versuch sollte zunichst festgestellt werden: 

1. Der schidigende Einflu8 des Luftsauerstoffs ; 

2. der bedingt, d. h. nur bei Gegenwart von Sauerstoff schidigende 

KinfluB saurer Reaktion. 

Als Neutralrotbouillon benutzten wir eine Fliissigkeit folgender Zu- 

sammenstellung: 


20° strémender Dampf bei zeitweiligem Um- 
| schiitteln, Papierfiltration (auf urspriingliches 
Volumen erginzen), p, auf 6,8 einstellen 
(NaOH), 1 Stunde Dampftopf, bleibt klar. 


2% Pepton Witte 
1% Fleischextrakt Liebig 
0,2% Kochsalz | 


Zusatz von 2% einer 1 prom. wisserigen Neutralrotlésung (nach der 
Angabe von Jungeblut). 

Zu einem Teil dieser Nahrfliissigkeit werden nun noch 0,15 % Deztrose 
augefiigt. 

Diese beiden Bouillonen werden teils in Reagenzgliser als Hochschicht, 
teils in 150 cem-Erlenmeyerkélbchen zu 20 ccm als Flachschicht abgefiillt. 











104 H. Geilinger u. K. Schweizer: 


Sterilisation: Fliissigkeit ohne Zuckerzusatz 30 Minuten 110°; bleibt 
klar; Fliissigkeit mit Zuckerzusatz fraktioniert. 

Impfung wie tiblich. Die Hochschichtréhrchen wurden vor der Impfung 
30 Minuten lang im kochenden Wasserbad gehalten, abgekiihlt und sofort 
geimpft. Unmittelbar daran schloB sich die Aufmontierung des Anaerob- 
verschlusses nach Wright-Burri (KOH-Pyrogallol). Die Kulturen werden 
darauf zu 37° gestellt, wo sie bis zum Versuchsende bleiben. Die Aerob. 
kulturen werden taglich durch Schiitteln mit Luft in innige Beriihrung 
gebracht. 

Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle X wiedergegeben, wo folgende 
Abkiurzungen benutzt werden: 


ki = klar, fl = Fluoreszenz, 
kl-t = sehr schwach getriibt, r = kirschrot, 

t = schwach getriibt, z == ziegelrot, 

tt = mittelstark getriibt, or = orangegelb, 

ttt = stark getriibt, ge = kanariengelb. 


Aus Tabelle X ergibt sich folgendes: 

1. In den aeroben Flachschichtkulturen ohne und mit Dextrose- 
zusatz ist es nicht zum typischen Farbenumschlag gekommen, iiberall, 
wo Gelbfarbung eintrat, fehlt die Fluoreszenz; es kann sich nur um 
Alkaliumschlag handeln, was sich durch Titration direkt bestitigen 
lieB. Da8 hier nicht eine orangegelbe Farbe entstand, sondern eine 
vom Kanariengelb des spezifischen Umschlages weniger leicht zu 
unterscheidende Farbténung, diirfte mit der Eigenfarbe des Niahr- 
bodens zusammenhingen. 

Die Gegenwart von Fluoreszenz wurde bei einfallendem direktem 
Sonnenlicht vor dunklem Hintergrurid festgestellt. 

2. Trotz saurer Reaktion, wie sie bei allen kanariengelb gefarbten, 
fluoreszierenden Anaerobkulturen titrimetrisch festzustellen war, ist 
also hier der spezifische Farbenumschlag zustande gekommen und blieb 
auch bei weiterer Beobachtung bestiindig; die Beobachtung Guerbeds 
wird hierdurch bestitigt, auch zeigte sich die Richtigkeit seiner Fest- 
stellung, da8 durch Entfernung des Anaerobverschlusses und Schiitteln 
an der Luft die typische Gelbfarbung rasch verschwindet, um nach 
und nach der bekannten Rotfairbung Platz zu machen. 

3. Sowohl die Gegenwart von Saverstoff, als auch von Dextrose 
bildet einen Anreiz fiir das Wachstum, indem nicht nur bei den Aerob- 
kulturen ohne und mit Zuckerzusatz, sondern auch bei den Anaerob- 
kulturen mit Zuckerzusatz eine viel reichlichere Zellvermehrung sich 
vollzog als in den Anaerobkulturen ohne Zuckerzusatz. 

4. Wahrend bei den Aerobkulturen die typischen Kolistiimme | 
und 8 sowie der Aerogenesstamm 11 zum Umschlag in Alkalisch fiihrten, 
so bleibt die Reaktion bei Fernhaltung des Sauerstoffs sawer, und zwar 
ist der Siuregrad auch in den ohne Zuckerzusatz gebliebenen Kulturen 
als verhaltnismaBig hoch zu bezeichnen. Diese Siure diirfte sich aus 












Stam 


Konti 


Stam 


aucl 


bleibt 


Pfung 
SOTort 
lerob- 
erden 
erob- 
rung 


rende 


“ose- 
rall, 
um 
igen 
eine 
zu 
ihr- 


tem 


ten, 

ist 
lieb 
hets 
est- 
eln 
ach 


Neutralrotreaktion in Bakterienkulturen. 


Tabelle X. 





Nach Tagen 
\ “se 2 3 


Neutralrotbouillon aerob (Flachschicht); ohne Zuckerzusatz. 


Stamm ey eagl ttt z | ttt or ttt 

8(CIRLS)M . | ttt or | ttt or—ge ttt 

11(CRLS)VD . | ttt or ttt 

12(CRLS)VM . tt z tt 

17(CRLS)M. . ttt z | ttt 

24 (PRLS) V ne tt r | tt 
25(PRLS)V .. | ttt or — ttt ge 
Kontrolle ungeimpft . E kl t KE PY | kl r 


Neutralrotbouillon aerob (Flachschicht); mit 0,15°% Dextrose. 

Stamm 1(CIRLS)MD. ttt | ttt ge — 

8(CIRLS)M . ttt ttt ge?) — 

11(CRLS)VD . | ttt ttt ge . 

12(CRLS)VM . ttt _ ttt r 

17(CRLS)M .. || ttt . ttt r 

24(PRLS)V ttt ? — ttt z-r, (fl-) 

25(PRLS)V . . | ttt ttt ge 
Kontrolle ungeimpft . . || kl - k} x 


Neutralrotbouillon anaerob (Hochschicht); ohne Zuckerzusatz. 

Stamm 1(CIRLS)MD. t P) ee, fh — t ge, fl‘) 
8(CIRLS)M . | t  $.ae 8 t ge, fl5) 
11(CRLS)VD . | t t or, fl t or, f]*) 
12(CRLS)VM . | ki—t kl—tr kl—t r 
17(CRLS)M.. | ki—t kl—tr kl—t r 
24(PRLS)V .. | ki—-t kl—tr kl—tr 
25(PRLS)V .. | ki—t kl—tr kl—t r 
trolle ungeimpft . . kl kl r Me 2) 
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1) Alkalische Reaktion: pro 10 ccm etwa 0,75 cem n/10 HCl (wurde 
kurz aufgekocht vor Titrierung zur Entfernung eventuell vorhandener 
CO,, wobei eventuell etwas N H,-Verlust eingetreten ist. Indikator: Phenol- 
phthalein. Umschlag wegen Anwesenheit des gelben Farbstoffes nicht 
scharf zu beobachten). 

2) Schwach alkalisch (n/10 HCl). 

3) Die fragliche Fluoreszenz war iiberhaupt nur bei einfallendem 
direkten Sonnenlicht zu beobachten. 

4) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 2,2 com n/10 NaOH (CO, durch 
kurzes Aufkochen vorher entfernt). Indikator: Phenolphthalein. Wird 
auch bei den folgenden Titrationen verwendet. 

5) Saure Reaktion pro 10 ccm etwa 1,8 ccm n/10 NaOH (CO, wie oben 
entfernt). 

6) Saure Reaktion: pro 10cem etwa 2,3ccem n/10 NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

7) [LaBt sich nicht titrieren mit Phenolphthalein, weil schon rot. 
Kongorot als Indikator laBt sich nicht benutzen, indem es sich wahrscheinlich 
mit dem Neutralrot umsetzt unter Salzbildung (Farbung des Glases). Uber 
das gleiche Nahrmedium ohne Neutralrotzusatz verfiigten wir damals 
gerade nicht. } 
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Tabelle X. (Fortsetzung). 





Nach Tagen 


ik | 2 3 4 


Neutralrotbouillon anaerob (Hochschicht); mit 0,15° Dextrose. 
Stamm 1(CIRLS)MD. ttt’) ge, fl | — ttt ge, fl) | 
8(CIRLS)M . | ttt’) ge, fl | —_ ttt ge, fl?) | 
11(CRLS)VD . ttt’) ge, fl | _ ttt ge, fl*) 


12(CRLS)VM . | ttt’)r _ tttr 
17(CRLS)M . . || ttt”) ge, fl | — ttt ge, fl‘) 
24(PRLS)V .. | ttt7)or, fl ttt ge, f15) 
P 25(PRLS)V .. ttt”) ge, fl — ttt ge, fl®) . 
Kontrolle ungeimpft. . | kl or — kl r§) — 


der im Fleischextrakt Liebig enthaltenen girbaren Substanz ve. 
bildet haben. 

5. Hervorzuheben ist der fiir die Reduktionsreaktion begiinstigend: 
Einflup des Zusatzes von 0,15°%, Dextrose. Die Richtigkeit der Beob. 
achtung Oldekops wird dadurch bestatigt. Schon nach 24 Stunden ist 
hier die Reaktion voll ausgebildet, wihrend dies bei den Kulturen 
ohne Zuckerzusatz noch nicht einmal nach 48 Stunden und langerer 
Zeit immer der Fall war. Wir werden diese Begiinstigung in der reich- 
licheren Entwicklung naszierenden Wasserstoffs zu suchen haben. 
(Reduktionsverstarkung durch erhéhten Sauerstoffentzug infolge der 
Wachstumsbegiinstigung kann fiir das Neutralrot nicht unmittelbar 
in Betracht fallen, doch ist eine unterstiitzende Wirkung insofern in 
Erwagung zu ziehen, als bei bereits saurer Reaktion der noch im Kultur- 
medium befindliche Sauerstoff, der zu Reversion schon reduzierten 
Farbstoffs fiihren kénnte, rasch gebunden [veratmet] wird.) Der Einflu’ 
des Zuckerzusatzes kommt auch noch darin zum Ausdruck, daB bei den 
Kulturen mit Zusatz von solchem eine Anzahl Koliformer typischen 
Umschlag bewirkt hat. Inwieweit dies allerdings in diagnostischer 
Hinsicht erwiinscht ist, bleibe einstweilen dahingestellt. 

10. Versuch. Wir wollten jetzt den Einflu8 der Anaerobiose auf 
das Verhalten der Wasserstoffzahl und Titrationswerte bei mehrere 


1) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 3,l ccm n/10 NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

*) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 3,lcem n/10 NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

3) Saure Reaktion: nicht titriert; hier Lackmus als Indikator benutzt. 

*) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 3,l cem n/10 NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

5) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 3,0ccm n/10 NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

6) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 3,1 ccm n/10 NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

7) Mit reichlichem Bodensatz. 

8) Siehe FuBnote 8S. 105, unter 7). 
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Tage bei 37° gehaltenen Kolikulturen in einer Bouillon kennen lernen, 
die in ihrer Grundzusammensetzung ungefahr dem Oldekopschen 
tezepte fir Agar entspricht, teils aber ohne Zuckerzusatz, teils mit 
0,15% Dextrose. Neutralrot konnte nicht zugefiigt werden wegen 
der nachfolgenden p,,-Bestimmung. 

Es handelt sich, abgesehen vom Fehlen des Farbstoffes, um dieselbe 
Bouillon wie im vorhergehenden Versuch, doch ist die Anfangswasserstoff- 
zahl hier etwas niedriger: 6,5. Die Aerobkulturen befinden sich diesmal 
in einer Schicht von etwa 5,5cem Hohe in Reagenzglasern abgefiillt; sie 
wurden taiglich gut durchgeschiittelt. Aerobkulturen mit 1% Dextrose- 
zusatz dienten als Kontrolle. Die Impfung erfolgte in iiblicher Weise; 
Gelatineplatten am Ende des Versuches ergaben die Reinheit samtlicher 


Kulturen. 
Die diesbeziiglichen Resultate sind in Tabelle XI wiedergegeben. 


Tabelle XI. 





Nach Tagen 
1 (18 Stunden) 4 7 
| Titrations: | Titrations: Titrations- 
Pu wert!) | wert !) H wert !) 


Neutralrotbouillon aerob ohne Zuckerzusatz. 
Stamm 1(CIRLS)MD. | 7,2 ac 1,3 || 7,8 ac 0,4 8,0 | ac0,2 
Stamm 8 (CIRLS)M. . | 8,0 ac 0,2 | 91 alk 0,4?)) 9,1 | alk 0,4*) 
Kontrolle ungeimpft. . 6,5 ac 2,3 -- — 6,4 | ac2,7 
Neutralrotbouillon aerob mit 0,15% Dextrose. 
Stamm 1 (CIRLS)MD. 5,6 | ac 32 6,7 ac 1,7 7,55 
Stamm 8(CIRLS)M. . 61 ac 26 | 9,0 | alk0,27)|) 78 | 
Kontrolle ungeimpft. . | 6,5 ae 2,4 -- -- _ 6,4 
Neutralrotbouillon aerob mit 1% Dextrose. 
Stamm1(CIRLS)MD. | 4,7 ac 4,1 || 465 | ac 5,0 || 4,65 | ac 52 
Stamm 8 (CIRLS)D. . 5,2 ac 43 465 ac5b0 | 48 ac 5,0 
Kontrolle ungeimpft . . oo ve 6,4 ac25 | 6,4 ac 2.5 
Neutralrotbouillon anaerob ohne Zuckerzusatz. 
Stamm 1(CIRLS) DM. || 63 ac 2,7 | 6,4 ac 26 || 66 | ac 24 
Stamm 8(CIRLS)M. . | 63 | ac26 64 ac 2,6 || 6,65 | ac 2,25 
Kontrolle ungeimpft . . — a o -- 6,4 ac 2,5 


Neutralrotbouillon anaerob mit 0,15°% Dextrose. 
Stamm 1 (CIRLS) MD . 5,25 | ac 38 || 56 ac 3.2 5,6 ac 3,3 
Stamm 8(CIRLS)M. . | 5,5 ac 36 | 56 ac 3,2 | 5,5 ac 3,5 
Kontrolle ungeimpft . . -- — — — 6,45 ac 2,4 


1) Die in dieser Kolumne angegebenen Ziffern bedeuten die Anzahl 
Kubikzentimeter n/10 NaOH bzw. H,SO, pro 10 ccm Kulturfliissigkeit. 
Indikator: Phenolphthalein. ac bedeutet saure Reaktion der Kultur- 
fliissigkeit in bezug auf Phenolphthalein; alk bedeutet alkalische Reaktion 
der Kulturfliissigkeit in bezug auf Phenolphthalein. 

2) Riicktitrierung mit n/10 NaOH. 
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Umschlagsintervall von Neutralrot in Py: 6,8 bis 8,0. Saure Farbung: 
rot; alkalische Farbung: gelb. 

Umschlagsintervall von Phenolphthalein in py: 8,2 bis 10,0. Sauer: 
farblos; alkalische Farbung rot. (nach Kolthoff). 


Vergleicht man die Siurebildung in den Kulturen ohne Zucker. 
zusatz bei aeroben und anaeroben Verhiltnissen an Hand der Wasser. 
stoffexponenten und Titrationsaziditit, so fallt auf das geringfiigiy: 
und langsame Zuriickgehen von Wasserstoffionenkonzentration wy 
Titrationsaziditat bei den vom Luftsauerstoff abgeschlossenen Kulturen: 
der Wasserstoffexponent steigt nie tiber 6,8, d. h. Neutralrot wire 
immer rot gefairbt geblieben, wenn keine Reduktion eingesetzt haben 
wiirde. Wieder ergibt sich im Anfang eine geringfiigige Saurebildung, 
aus der wir auf das Vorhandensein einer girbaren Substanz schlieSen 
miissen, wie wir eine solche ja im Fleischextrakt Liebig nachgewiesen 
haben. Im Gegensatz dazu liegen bei den aeroben Kulturen schon nach 
18 Stunden iiber 6,8 befindliche Werte von p, vor, Stamm 8 ergibt 
sogar nach dieser Zeit schon py = 8,0, wo Neutralrot bereits in Orange- 
gelb umgeschlagen haben wiirde. Die Wasserstoffexponenten erreichen 
dann spdter Werte, bei denen auch Phenolphthalein in Rot umschligt, 
d. h. gréBer als 8,2. 

Ungeachtet dieser Verhiltnisse ist in den anaeroben Kulturen 
ohne Dextrosezusatz, wie der 9. Versuch zeigt, typischer Umschlag 
eingetreten, d. h. die kanariengelbe Farbung ist (wenn auch erst am 
zweiten bis vierten Tage) zustande gekommen bei einer Wasserstoffzahl, 
bei der von Zugegensein freien Ammoniaks nicht die Rede sein kann 
(py des wahren Neutralpunktes = 7,07). Da die ungeimpfte Kultur- 
fliissigkeit schon einen Wasserstoffexponenten von nur 6,5 hatte, ist 
es auch sehr unwahrscheinlich, daB innerhalb der ersten 18 Stunden 
eine Erhéhung dieses Wertes iiber den wahren Neutralpunkt statt- 
gehabt hatte. (Infolge dieses Umstandes der nicht ganz _ iiberein- 
stimmenden Anfangswasserstoffionenkonzentration leidet allerdings 
auch etwas die Vergleichbarkeit der Resultate von Versuch 9 und 10; 
Versuch 12 diirfte auch in dieser Hinsicht ginzliche Abklarung bringen.) 

Die Gegenwart von 0,15°% Deatrose (der von Oldekop vorgeschla- 
genen Traubenzuckerzusatzmenge fiir seinen Agar) bewirkt auch bei 
Luftzutritt anfdnglich betrachtlich unter 6,8 liegende Herabsetzung der 
Wasserstoffexponenten (d. h. Neutralrot als solches = kirschrot). Spéiter 
greift aber wieder Alkalibildung Platz, die zu p,-Werten iiber 6,8 fihrt, 
so daf auch hier Orangegelbfarbung hatte eintreten miissen. 

Bei den entsprechenden zuckerhaltigen Anaerobkulturen sind dic 
Py- Werte schon innerhalb 18 Stunden auf 5,5 bzw. 5,25 gesunken, wobei 
wir uns erinnern, da bei analogen Kulturen im vorhergehenden Versuch 
bei Koli und Koliformen der typische Neutralrotreduktionsumschlag 
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innerhalb der ersten 24 Stunden eingetreten ist. Wie sich ferner dort 
der Umschlag als bestiandig erwies, so sind es hier die Saureverhiltnisse. 
Also trotz dieser relativ hohen aktuellen Aziditét kommt der Umschlag 
nicht nur innerhalb 24 Stunden zustande, sondern erweist sich auch be- 
sta ndig. 

(Setzen wir 1°% Dextrose zu, so kommt es auch bei aeroben Ver- 
hiltnissen zu einer starken und nachhaltigen Herabsetzung des Wasser- 
stoffexponenten, ein Umschlag in Orangegelb innerhalb der in Betracht 
fallenden Beobachtungszeit ware ausgeschlossen.) 


11. Versuch. Bedeutet der Zusatz von Zucker bei Fernhaltung des 
Luftsauerstoffs eine Verbesserung eines Neutralrotmediums als Quelle 
naszierenden Wasserstoffs, so diirften diese Vorteile bei Luftzutritt oft 
mehr als aufgewogen werden durch die Gegenwart aus ihm gebildeter Saure. 
Im 8. Versuch konnten wir bereits feststellen, daB reduziertes Neutralrot 
in wisseriger Lésung durch Salzsiure reoxydiert wird. Den Zusammenhang 
von Wasserstoffzahl und Zeitintervall bis zur vollstandigen Oxydation 
einer bestimmten Menge von ,,R‘* haben wir allerdings bis anhin noch nicht 
niher verfolgt; doch geht schon aus der vorliegenden Beobachtung die 
diesbeziigliche schadigende Wirkung der Sauregegenwart deutlich hervor. 

Je ungehemmter der Sauerstoffzutritt sich gestaltet, um so enger 
begrenzt wird die Dosierungsbreite des Zuckers hinsichtlich optimaler 
Wirkung. Diese wird am gréSten sein in vollstandig anaerob gehaltenen 
Kulturen (Hochschichtagarschiittelkulturen, Bouillonkulturen mit Anaerob- 
verschlu8), wird dann abnehmen bei Kulturen im Eudiometerrohr (Smith- 
rohrehen usw.) und weiterhin bei offenen Bouillonkulturen. 

Wenn die Schidigung in der Wasserstoffzahl ihren zahlenmaBigen 
Ausdruck findet, so wird ein bestimmter py, -Wert das Optimum darstellen. 
Dieses wird zu erreichen sein nicht nur durch Auswahl einer bestimmten 
Konzentration ein und derselben Zuckerart, sondern auch durch Heran- 
ziehung anderer, verschieden leicht angreifbarer Zuckerarten und sonstiger 
girbarer Substanzen. Wir verweisen in dieser Beziehung auf die schon 
von Moore und Revis gemachte Beobachtung der giinstigen Wirkung des 
Milchzuckers, den die Autoren allerdings von vornherein in geringerer 
Konzentration (0,2%) als den zuerst benutzten Traubenzucker (0,5) 
verwendeten. 

Buliy hat die Verwendung von Mannit an Stelle der Dextrose vorge- 
schlagen, ausgehend von der an sich richtigen Uberlegung, daB bei Gegen- 
wart eines Zuckeralkohols, der gegeniiber einem Zucker den Vorteil bietet, 
nicht weiter reduziert werden zu kénnen, der so disponibel werdende Wasser- 
stoff der Neutralrotreduktion zugute komme. Ausschlaggebend diirfte 
aber bei nicht streng anaeroben Verhaltnissen auch hier die durch die 
Mannitvergirung sich einstellende Wasserstoffzahl sein, und in dieser 
Hinsicht mu8 man sich fragen, ob die von Bulir vorgeschlagene Konzen- 
tration von 1% nicht zu hoch gegriffen ist. 

Im Sinne dieser Ausfiihrungen sprechen auch Beobachtungen von 
Jungeblut, der unter anderem bei Kulturen in Buliyscher Neutralrotbouillon, 
eingefiillt in U-formig gebogenen, 150 cem Fliissigkeit fassenden Glasréhren 
den Mannit durch Lactose ersetzt hatte und dabei bei Verbesserung der 
Neutralrotreduktion geringere Saiurebildung konstatierte. 
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Im folgenden bringt ein kleines Beispiel den Zusammenhang 
von Art und Menge der girbaren Substanz und Wasserstoffzahl z.:1 
Ausdruck. Dabei wahlten wir Fille, wie sie in der Praxis zur Anwendung 
kamen: 0,5% Dextrose (Savagebouillon), 0,2°, Lactose (von Moor: 
und Revis empfohlen), 1° Mannit (nach Bulir). 

Die Niahrfliissigkeiten befinden sich zu 10 cem in enge Reagenzgliiser 
abgefiillt, so daB sich der Anaerobiose sich naihernde Verhiltnisse einige 
Zeit nach Anwachsen der Kultur eingestellt haben diirften, etwa vergleichhar 
denen in den groBen U-Réhren von Jungeblut. Als Grundlage dient wieder 
eine Nahrfliissigkeit folgender Zusammensetzung: 

2% Pepton Witte 


é r | ‘obi 
waa Thebig Py = 6,9; fraktioniert sterilisiert. 


Leitungswasser 

Impfung: Platindraht (2 cm) aus 20stiindiger, aufgewirbelter Bouillon. 
kultur von Stamm 4(CIRLS)MD. Wahrend des ganzen Versuches stehen 
die Kulturen bei 37°. Priifung auf Reinheit am 13. Tage mittels Gelatine- 
platten; dabei erweisen sich die Kulturen mit 0,5 % Dextrose, 0,5 % Lactose 
und 1% Mannit als abgestorben. 


Tabelle XII. 
Wasserstoffexponenten (pj): 





Nach Tagen 


| |] 
Mit 0,2% Dextrose 5,45 5,4 | 7,0 | 5,4 5,45 5,95 5,95 

0,5% rf 14,9 4,9 | 7,0) 4,7 | 4,7 4,7 4,7 

0,2% Lactose | 5,45) 5,35, 7,0 | 5,55/ 5,55 — 6,3 5,8 

0,5% - 5,0 | 5,1 | 7,0) 4,9 | 4,9 49 | 4,9 

0,2% Mannit 5,95 6,0 7,0 6,2 | 62 6,9 69 

10% «| 52 5,2) 7,0:/4,7 4,7 | 47 | 4,7 

Aus Tabelle XII ergibt sich: 

1. Die im 7. Versuch bei Gegenwart von 1 °% Dextrose beobachtete 
Erniedrigung des Wasserstoffexponenten auf 4,7 (Endwasserstoff- 
ionenkonzentration) wird auch noch bei einer Traubenzuckerkonzen- 
tration von 0,5% erreicht, allerdings erst am zweiten Tage. Nach 
24 Stunden betrigt p, in diesen Kulturen aber bereits 4,9. Dies diirfte 
die schlechten Ergebnisse der Savagebouillon bei Gegenwart von 
Sauerstoff zur Geniige erkliren. 

2. Die gleiche Konzentration (0,5 °%) bei Lactose bedingt ein etwas 
geringeres Sinken des Wasserstoffexponenten (bis 4,9 nach 2 Tagen). 

3. Bei einer Konzentration von 0,2% werden mit Dextrose und 
Lactose nach 24 Stunden gleich tiefe Werte erreicht (p, = 5,4). 
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4. Aus dem Unterschiede zwischen den py-Werten bei 0,5% 
Dextrose (4,9 bis 4,7) und 0,2°% Lactose (5,4 bis 5,6) diirften sich die 
yon Moore und Revis beobachteten besseren Resultate bei letzterem 
Zusatz zur Geniige erklaren. 

5. Der Zusatz von 1% Mannit bedingt am zweiten Tage gleich 
tiefen py wie 1% Dextrose (4,7), doch ist hier am ersten Tage py, 
noch etwas héher (5,2) als bei 1,0 und 0,5°% Dextrose (4,7 bzw. 4,9). 

6. 0,2°% Mannit bewirkt immer noch Herabsetzung des Wasser- 
stoffexponenten (6,0), wenn auch noch geringfiigigere als 0,2 %, Lactose. 
Diese beginnt dann allmahlich zu steigen, iiberholt aber bis zum 13. Tage 
nicht jene der Kontrolle (6,9), d. h. der Wasserstoffexponent befindet 
sich noch am Anfang des Umschlagsintervalls von Neutralrot. 


Jungeblut ist die geringe Empfindlichkeit der Neutralrotreduktions- 
reaktion beim Bulirschen Verfahren aufgefallen. Von 79 von ihm unter- 
suchten kolihaltigen Wasserproben verinderten 40 die Farbe der Niahr- 
fliissigkeit tiberhaupt nicht, und nur 21 ergaben typischen Umschlag. Da 
es sich hier um, wenn auch bei 46° bebriitete, Mischkulturen handelt, so 
liegen die Verhialtnisse komplizierter. Immerhin ist anzunehmen, daB 
der hohe Mannitgehalt eine Hauptursache des hdufigen Versagens dieses 
wesentlichen Kriteriums bildet. Es wird also bei kiinftigen Verbesserungs- 
versuchen beim Bulirschen Verfahren darauf ankommen, durch Ver- 
minderung des Mannitzusatzes ein Optimum hinsichtlich Neutralrot- 
umschlag zu finden. Dieses Optimum seinerseits wird wieder abhangig 
sein von den Verhiltnissen der Sauerstoffspannung im Kulturmilieu. Bei 
Uberschichtung der Kultur mit sterilem Leinél nach dem Vorgange Guerbets 
diirfte diese namentlich im fiir die Bestandigkeit der Reaktion gefahrlichen 
Stadium der bereits gut entwickelten Siaurebildung nach soeben statt- 
gehabtem hauptsichlichen Wachstumsschub eine gewisse Verminderung 
erfahren haben. Die Uberschichtung wird schon deshalb willkommen sein, 
weil dadurch das Optimum des Mannitzusatzes erhéht wird. Ein sehr 
geringer Mannitzusatz aber ware nicht wiinschenswert, weil dadurch das 
Kriterium der Gasbildung verloren gehen kénnte (soweit wenigstens darauf 
das Hauptaugenmerk gerichtet wird und nicht der Standpunkt von Rochaix 
der richtige ist, als Wasserverunreinigungskriterium nicht mehr einzig den 
Kolibazillus heranzuziehen, sondern die Gesamtheit der Neutralrot zum 
typischen Umschlag bringenden (Uro-) Bakterien. Hinsichtlich Beibe- 
haltung des Kriteriums der Gasbildung ware tiberhaupt zu priifen, ob nicht 
besser wieder auf einen méglichst gut vergiirbaren Zucker, wie z. B. Dextrose, 
zuriickgegriffen wiirde. Ferner wire die Wahl des kolielektiven Faktors 
(beim Bulir-Verfahren ist es bis anhin die hohe Bruttemperatur) einer 
weiteren Priifung zu unterziehen. 

12. Versuch. Guerbet weist darauf hin, da®B sich bei seinen Pepton- 
wasserkulturserien mit 2° Glucose bei aeroben Verhiltnissen gleich von 
Anfang an Aziditat zeigt, waihrend solche bei Abschlu8 vom Luftsauerstoff 
erst spater eintritt. Da nun einzig mit den letzteren Kulturen komplette 
Neutralrotreaktion erzielt wurde, so erhebt sich die Frage, ob hier wirklich 
das Fehlen einer Anfangsaziditaét dafiir als ausschlaggebend anzusehen 
ist im Sinne der Erméglichung des Auftretens freien Ammoniaks. Ein 
weiterer Versuch Guerbets bei aeroben Verhaltnissen mit demselben Glucose- 
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Peptonwasser, doch mit Zusatz von Kreide zeigt allerdings, daB bei Aix. 
schaltung dieser Anfangsaziditat komplette Reaktion herbeigefiihrt werden 
kann. Doch ist das lediglich ein Beweis fiir die Schadlichkeit der Aziditit 
bet Luftzutritt, nicht aber fiir die Notwendigkeit des Auftretens freien 
Ammoniaks. Bornand machte die Beobachtung, daB eine gegeniiber 
Lackmus sauer reagierende Neutralrotbouillon nach Rochaix (26) mit Koli. 
bazillen schlechte Resultate ergab. Sobald ihr aber Agar zugefiigt worden 
war, sind die Resultate einwandfrei ausgefallen. Also ungeachtet der sauren 
Anfangsreaktion vélliger Umschlag! Obschon es sich in diesem Falle um 
Schragkulturen handelte, diirfte doch auch hier die Fernhaltung des Saver. 
stoffs die Ursache der guten Wirkung des Agarzusatzes sein, indem namlich 
neben Oberflichenimpfung auch solche in die Tiefe stattgefunden hatte. 


Im 12. Versuch kam es uns darauf an, den Verlavf des Neutralrot- 
umschlags zu beobachten in mehr oder weniger streng anaerob gehaltenen 
Kulturen bestimmter Anfangstitrationsaziditit und bekannter Anfangs. 
wasserstoffionenkonzentration, ohne und mit Traubenzuckerzusatz. 


Als Grundlage unserer Kulturfliissigkeit wihlten wir die gleiche Zu- 
sammensetzung und p, wie im 7. Versuch, zur Hilfte derselben wurden 
ferner noch 0,15% Traubenzucker gefiigt. Abfiillen in Reagenzgliser zu 
je 10ccm. Guerbet verfolgte die Séurebildung in seinen traubenzucker- 
haltigen Kulturen durch Titration nach bestimmten Zeitintervallen, und 
driickt die erhaltenen Werte in Prozent Milchsiure aus. Er bekommt mit 


typischem Koli folgende Saurewerte: 





Aerob |  Anaerob 


Nach 12 Stunden .. , 0,22 neutral 
” 24 ” os ge se 0,45 | 0,09 
99 48 99 . . . 0,47 6,26 


Die Aziditaét von 0,22% Milchsaure hitte also nach seiner Auffassung 
geniigt, den vollkommenen Ausfall der Neutralrotreaktion zu verun- 
méglichen. Wir bereiteten uns daher durch Salzsiurezusatz Kulturfliissig- 
keiten verschiedener Aziditat auf Milchsiure berechnet in folgender Weise: 

zu 10cem je 0,55 n/10 HCl = 0,05% auf Milchséure berechnet 

zu 10 ccm je 0,11 n/l HCl Bi... 95 re - 

zu 10ccm je 0,22 n/lIHCl = 0,2% ,, SS: 
Darauf wird fraktioniert sterilisiert. 

Die Priifung der Wasserstoffionenkonzentration nach der Sterili- 
sierung ergibt folgende Zahlen : Py 
Bouillon ohne Saurezusatz, ohne Zuckerzusatz .......... 7,0 

ie a mit O10", Dexivoee...6 5. .5ae sw. 67,0 
entsprechend 0,05°% Milchsiure, ohne Zuckerzusatz. . . . 6,4 
0,05 % fe mit 0,15% Dextrose. ... 6,4 

0,1% a ohne Zuckerzusatz. . .. . 5,8 

0,1% ms mit 0,15% Dextrose. . . . 5,6 

0,2% re ohne Zuckerzusatz. .... 4,9 

0,2% Fe mit 0,15% Dextrose. ... 4,8 


Es wird nun sterile Neutralrotlésung zugesetzt in folgender Weise: 
Die streng anaerob zu verschlieBenden Kulturen (Kategorie I) werden 
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pl Réhrehen (10 cem) versetzt mit 0,2 cem (2%) einer 0,1 proz. wasserigen 
Neutralrotlésung nach dem Vorgang von Buliv. Die relativ anaerob zu 
haltenden Kulturen (Kategorie II) erhalten pro Réhrchen gema Guerbet 
(These, S. 77), an dessen Technik fiir anaerobe Kulturen in den Ver- 
haltnissen der Praxis wir uns in freier Weise gehalten haben, 0,2 cem (2°) 
einer 0,25 proz. wasserigen Neutralrotlésung. Die Réhrechen der Kategorie I 
werden 30 Minuten lang ausgekocht, abgekiihlt, geimpft, mit soeben aus- 
gekoehter Neutralrotlésung in angegebener Menge in steriler Weise versetzt 
und sofort anaerob verschlossen (Wright-Burri-VerschluB8). Bei Kategorie I 
handelt es sich um Hochschichtkulturen, die nicht ausgekocht werden 
vor der Impfung. Nach sterilem Zusatz der Neutralrotlésung werden die 
Kulturen mit 10 Tropfen sterilen Leinéls tiberschichtet. (Hier liegen also 
im Anfang sicher nicht anaerobe Verhaltnisse vor. Auch ist durch die 
diinne Leinélschicht eine vollstandige Fernhaltung von Luftsauerstoff 
nicht gewiahrleistet. ) 
Der Versuchsverlauf wird durch Tabelle XIII illustriert: 


Tabelle XIII. 


I II It IV 
Streng anaerob Streng anaerob LeinélverschluB LeinélverschluB 
ohne mit 0,15 Ip ohne mit 0,15 
Dextrose Dextrose Dextrose Dextrose 





Nach Stunden 


0% Milchséiure (py = 7,0) 

Z ge, fl (Gas) — ge, fl( Gas) 
z—or ge, fl ge, fl 
or—ge, fl ge, fl z—or, fl 
or —ge, fl ge, fl z, fl 
(or—) ge, fl ge, fl - z, fl 
ge, fl ge, fl or, fl 
ge, fl ge, fl or—ge, fl 

0,05° Milchsaure (py = 6,4) 
r(—z) or, fl(Gas)| r(—z) 
r(—z) or—ge,fl(Gas)) r(—z) 


or, fl (Gas) 
ge, fl( Gas) 


z—or, fl 
or, fl 
or— ge, fl 
ge, fl 

ge, fl 


0,1% Milchsiure (py = 


x 
r 
r 


r 
r, fl 
z, fl 

ge, fl 


ge, fl r—z, fl 
ge, fl r—z, fl 
ge, fl z—or, fl 
ge, fl or — ge, fl 
ge, fl ge, fl 
5,8 resp. 5,6) 
r (Gas) r 
z, fl? (Gas) r 
or— ge, fl r—z, fl 
or — ge, fl r—z, fl 
or — ge, fl z—or, fl 
or — ge, fl or — ge, fl 
or — ge, fl ge, fl 


0,2° Milchsiure (py = 4,9 resp. 4,8) 
15 kein Wachstum! kein Wachstum — 


23 . 
39 et 
47 ” 
65 ” 
89 3 
113 * 


Zeichenerklarung siehe Tabelle X. 
Biochemische Zeitschrift Band 138. 


” 


z, fl 


r (Gas) 
r (Gas) 
r 


r 
r 
r 
r 


= kein Versuch angesetzt. 
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Nach einem l16tagigen Aufenthalt bei 37° laBt sich die rote Farie 
bei den gelben fluoreszierenden Kulturen durch In-Beriihrung-bringen ),;it 
Luftsauerstoff nicht ohne weiteres wieder herstellen. Mit Amylalko)o! 
laBt sich die fluoreszierende Farbe ausschiitteln. Durch Zusatz einiver 
Tropfen konzentrierter Salpetersiure (Ansiuerung und Oxydation) tritt 
allmahlich Rotfarbung ein, die aber nicht die urspriingliche Intensitit 
zu erreichen scheint. Etwas schwichere Rotfarbung bekommt man durch 
Versetzen mit etwa % Volum 30proz. Wasserstoffsuperoxydes und einigen 
Tropfen starker Essigsiure (begiinstigt durch leichtes Erwarmen). Die 
so wieder hergestellte rote Farbe wird durch Alkalisieren (NH,) gelb, wobei 
jedoch keine Fluoreszenz in Erscheinung tritt. Dies spricht dafiir, daj 
es sich bei dem Wiedererscheinen der roten Farbe tatsichlich um das 
urspriingliche Neutralrot handelt. In diesen alteren Kulturen kénnte cin 
Teil des Farbstoffes giinzlich zerstért worden sein. 


Wir fassen die Befunde des 12. Versuches (Tabelle XIII) als in 
einem Zusammenhange stehend auf, wie er im folgenden kurz zur 
Darstellung gebracht wird: 

1. Der Dextrosezusatz von 0,15°% wirkt an sich férdernd auf den 
typischen, Neutralrotumschlag (U). 

Beweis: 

a) 0% Milchsiure, ohne Dextrose, streng anaerob: U_ nach 

89 Stunden, 
0°% Milchsiure, 0,15° Dextrose, streng anaerob: _U nach 
15 Stunden, 


0% Milchsdure, 0,15°%, Dextrose, bedingt anaerob: U nach 
15 Stunden. 


b) 0,05°% Milchsiure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
89 Stunden, 
0,05°% Milchsaiure, 0,15°% Dextrose, streng anaerob: U nach 
39 Stunden. 

2. Zusatz von Saure wirkt verzégernd auf den Eintritt von U 

(was zum Teil auf Wachstumshemmung zuriickzufihren sein diirfte). 

Beweis: 

a) 0% Milchsiure, ohne Dextrose, streng anaerob: U_ nach 
89 Stunden, 
0,05°% Milchsiure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
89 Stunden, 
0,1°% Milchsiure, ohne Dextrose, streng anaerob: U_ nach 
115 Stunden, 
0,2°% Milchsiure, ohne Dextrose, streng anaerob: Uberhaupt 
kein Wachstum. 
0% Milchsiure, 0,15% Dextrose, streng anaerob: U nach 
15 Stunden, 
0,05°% Milchsiure, 0,15°/, Dextrose, streng anaerob: U nach 
39 Stunden, 
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a 0,1% Milchsaéure, 0,15°%, Dextrose, streng anaerob: U, or!) 
eRe nach 39 Stunden, bleibt so. 

niger 0,2% Milchsaiure, 0,15°% Dextrose, streng anaerob: Uberhaupt 
tritt kein Wachstum. 
— 0% Milchsiure, 0,15°%. Dextrose, bedingt anaerob: U nach 
igen 15 Stunden, 

Die 0,05°, Milchsiure, 0,15°%, Dextrose, bedingt anaerob: U, or 
vobei nach 23 Stunden. 
_ 0,1°% Milchsiure, 0,15°% Dextrose, bedingt anaerob: Nur 
yim Gasbildung, kein Farbumschlag. 


lureh 


> eln 
3. Gegenwart von Sauerstoff, auch in wohl kleiner Menge (Hoch- 
schicht, Leindéliiberschichtung), beeintrichtigt die Reaktion. 
Beweis: 
a) 0,05°%, Milchsiure, ohne Dextrose, streng anaerob: nach 
89 Stunden, 
0,05 °%, Milchsaure, ohne Dextrose, bedingt anaerob: nach 
113 Stunden. 
0% Milchséure, 0,15°% Dextrose, streng anaerob: nach 
15 Stunden, bleibt bestehen! 
0% Milchsdiure, 0,15°% Dextrose, bedingt anaerob: nach 
15 Stunden, geht zuriick! 


Ss in 
Zur 


den 


0,05 °% Milchséure, 0,15 °%, Dextrose, streng anaerob: Es kommt 
zur Vollreaktion (U). 

0,05 °% Milchsiure, 0,15 °% Dextrose, bedingt anaerob: Es kommt 
nicht zur Vollreaktion (U, or). 


4. Bei (auch nur beschranktem) Luftzutritt ist Dextrosegegen- 
wart (0,15 %) nicht nur nicht mehr fordernd, sondern direkt schaidigend. 
Beweis: 
0,1°% Milchséure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
113 Stunden. 
0;1°% Milchsiure, ohne Dextrose, bedingt anareob: U nach 
113 Stunden. 
0,1°% Milchsaure, 0,15°%, Dextrose, streng anaerob: U, or nach 
39 Stunden, bleibt so. 
0,1% Milchséure, 0,15 °% Dextrose, bedingt anaerob: Nur Gas- 
bildung, kein Farbumschlag. 


1) U, or = Neutralrotumschlag mit typischer Fluoreszenz, jedoch 
zwischen kanariengelb und orangegelb stehender Farbténung. Die Orange- 
tonung beruht hier nicht auf Alkalibildung, sondern auf der Gegenwart 
von Resten noch roten Farbstoffes. Wire das erstere der Fall, so diirfte 
iibrigens ein Auskristallisieren des Orangefarbstoffes stattfinden (vgl. 
auch Mandoul und Gruat). 


8* 
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Bei dem wachstumsbeeintrichtigenden EinfluB dieses Sire. 
grades wird der an sich férdernde Dextrosezusatz besonders schiidlich 
infolge weiterer Saurebildung; es diirfte zu Wachstumsstillstand und 
Absterben der Kultur kommen (U, or bleibt bestehen, es kommt nicht 
zur Bildung von U).. So wird es verstindlich, da8 unter diesen Um. 
stiinden der Zutritt auch nur kleiner Sauerstoffmengen die Reaktion 
verunmOglicht. 

5. Von Anfang an bestehende saure Reaktion an sich ist kein Hin- 
dernis fiir den vollstindigen Neutralrotumschlag (U), sondern wirkt nur 
verzdgernd (wohl durch Wachstumshemmung). 

Beweis: 

a) 0,05°% Milchsiure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 

89 Stunden. 

0,05 % Milchsiure, 0,15°, Dextrose, streng anaerob: U nach 
39 Stunden. 

0,1°% Milchsiiure, ohne Dextrose, arene anaerob: U nach 
113 Stunden. 

0,1% Milchsiure, 0,15°% Dextrose, sine anareob: U, or nach 
39 Stunden. 

Der 10. Versuch (Tabelle XI) hat ergeben, da unter streng 
anaeroben Verhaltnissen und bei einer Anfangs-p,, von 6,5 die End-p,, 
nach 7 Tagen, ohne daB in der Zwischenzeit héhere Werte festgestellt 
werden konnten, betragen hat: 

bei Kulturen ohne Zuckerzusatz . . . 6,6 bzw. 6,65 
* mit 0,15% Dextrose .. 56 ,, 5,5. 

Wir sind daher genétigt, anzunehmen, da auch im vorliegenden 
Versuch die vollstdndige Reaktion (U) unter andauerndem Bestehen 
saurer Reaktion zustande gekommen ist. 

b) 0,05°% Milchsiure, ohne Dextrose, bedingt anaerob: U nach 

113 Stunden. 
0,1% Milchsiure, ohne Dextrose, bedingt anaerob: U_ nach 
113. Stunden. 

Da hier nicht absolut anaerobe Verhiiltnisse sain ist dieser 
Befund nicht so beweisend (vgl. Alkalibildung bei Aerobiose, 9. und 
10. Versuch), indem ein unreduzierter Neutralrotrest infolge Alkali- 
Gelbumschlag der Beobachtung hitte entgehen kénnen. 


Zusammenfassung. 

Die von Rothberger in die Bakteriologie eingefiihrte Neutralrot- 
reaktion hat in ihrer Rolle als Kriterium bei der Trinkwasserbeurteiluny 
durch die Beobachtung von Rochaix und Dufourt beziiglich der Uro- 
bakterien an Interesse wesentlich gewonnen. In ihrem Wesen an- 
fanglich ganz richtig erkannt, haben die spiteren einschligigen Arbeiten 
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in dieser Beziehung nicht ausnahmslos gliicklich gewirkt. Um aber 
zu erfolgreichen Modifikationen der schon bestehenden wasserhygie- 
nischen Neutralrotkulturverfahren (Savagebouillon, Bulirverfahren) zu 
gelangen, ist ein klarer Einblick in den Chemismus dieses charakte- 
ristischen Farbenumschlags erstes Erfordernis. 

Aus unseren Versuchen geht hervor, daB es sich dabei keineswegs 
um die Einwirkung von Alkali handeln kann, das lediglich einen Um- 
schlag in Orangegelb bedingt, sondern da das Wesen dieser in Kanarien- 
gelbfarbung und Griinfluoreszenz bestehenden Reaktion eine Reduktion 
ist, und zwar eine Reduktion, die man als durch Wasserstoffanlagerung 
zustande gekommen auffassen muB. Die Reaktion des Milieus spielt 
dabei allerdings insofern eine Rolle, als bei Sauerstoffzutritt ein Uber- 
schuB freier Wasserstoffionen eine Reversion des reduzierten Farb- 
stoffs veranlaBt. Das reduzierte, griinfluoreszierende Neutralrot diirfte 
als Farbstoff sui generis aufzufassen sein. Es ist auch bei saurer Reaktion 
gelb und laBt sich mittels Amylalkohol vom nicht reduzierten trennen. 

Die gute Wirkung eines Zucker- oder Zuckeralkoholzusatzes erklart 
sich durch seine Eigenschaft als Quelle naszierenden Wasserstoffs. 
AuBerdem diirfte auch der durch ihn bedingten Wachstumssteigerung 
der Kultur durch raschere Veratmung im Medium gelésten Sauerstoffs 
ein fiir die Reduktion mittelbar giinstiger Einflu8 zukommen.  An- 
dererseits aber liegt in der gleichzeitig statthabenden Sdurebildung 
ein Ubelstand, insofern wenigstens nicht anaerobe oder doch der Anaero- 
biose sich nahernde Verhialtnisse obwalten. 

Ist dies jedoch der Fall, so schadet eine gerade unter solchen 
Bedingungen auch in ohne Zucker- (Alkohol-) Zusatz gelassenen 
Kulturen sich dokumentierende Aziditaét nicht nur nicht, sondern 
diirfte noch erwiinscht sein infolge ihres auch wieder durch die anaeroben 
Verhiltnisse bedingten Bestehenbleibens; denn so ist ein Ausbleibert 
des zu Irrtiimern Veranlassung gebenden Gelbumschlags infolge alka- 
lischer Reaktion gewihrleistet. 

Da die Reaktion aber auch ohne Zucker- (Alkohol-) Zusatz zu- 
stande kommt, erhebt sich die Frage, ob dabei ebenfalls naszierender 
Wasserstoff in Betracht fallen kann. Das ist sehr wohl méglich. Einer- 
seits enthalt solches Substrat in kleiner Menge eine girbare, Saiure und 
Gas liefernde Substanz, und zwar ist es der Fleischextrakt, in dem 
uns ihr Nachweis gelang; andererseits steht der Auffassung einstweilen 
nichts entgegen, daB aus dem Wasser infolge intraniolekularer Ver- 
atmung seines Sauerstoffatoms freier Wasserstoff zur Verfiigung steht. 

Gerade darin diirfte der Wert der Neutralrotreaktion liegen, da 
sie im Gegensatz zu anderen bakteriologischen Verfahren des Wasser- 
verschmutzungsnachweises, die sich auf Feststellung von Bacterium 
coli beschrinken, auf einer breiteren Basis ruht, wie Rochaix und 
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Dufourt gezeigt haben, indem durch sie auch andere wichtige Wasser. 
verschmutzungsbakterien zum Nachweis gelangen. Immer muB dabei 
aber vor allem das Erscheinen der Griinfluoreszenz verlangt werden. 
Es macht den Eindruck, als ob in der Literatur des 6fteren gewéhnlicher 
Alkaliumschlag fiir die spezifische Neutralrotreaktion angesehen wurde, 
wodurch diese zu Unrecht in MiSkredit zu kommen droht. 

Die Gasbildung als diagnostisches Kriterium ist nur so lange von 
Bedeutung, als man auf den Nachweis von Bacterium coli als solchem 
Wert legt; dessen ungeachtet aber bleibt dem Zuckerzusatz seine oben 
umschriebene biochemische Bedeutung als reichlich flieBende Wasser- 
stoffquelle und auch als Nahrsubstratverbesserer. Letztere Eigenschaft 
ist besonders willkommen bei anaerob gehaltenen Kulturen, wie sic 
hier erwiinscht sein miissen; denn gerade durch die Fernhaltung des 
Sauerstoffs wird, wie wir beobachtet, die Wachstumsintensitit von 
Bacterium coli herabgesetzt. Bei Zuckergegenwart aber konnten wir 
auch bei anaeroben Verhiltnissen ein reichliches Wachstum feststellen. 
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Studien iiber das ‘Verhalten 
der wichtigsten Kohlehydrate (Glucose, Galaktose, Fructose, 
Mannose, Maltose, Lactose, Saccharose) in stark saurer, 
alkalischer, sulfit- und bisulfithaltiger Lésung. 


II. Mitteilung. 


Die Mutarotation und Rotation der Kohlehydrate unter dem Einflu8 
starker Siuren. 


Von 
B. Bleyer und H. Schmidt. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Wissenschaftlichen Zweigstelle 
Miinchen der chemischen Fabriken Merck, Boehringer, Knoll.) 


(Eingegangen am 9. Marz 1923.) 
Mit Abbildungen 7 bis 11 im Text. 


A. Theoretischer Teil. 
Im Jahre 1818 entdeckte Biot!) die optische Aktivitat der Glucose. 


Die ersten Untersuchungen wurden, wie schon erwahnt, an fester, 
kristallisierter Glucose ausgefiihrt. Erst im Jahre 1846 untersuchte Du- 
brunfaut*) die Rotation in frisch bereiteter wiisseriger Lésung und entdeckte 
dabei die Erscheinung der Birotation. Die anfanglich doppelt so starke 
Drehung sinkt langsam auf den normalen Wert herab. Dieser Riickgang 
wird durch Erwiirmen der Lésung beschleunigt und erfolgt augenblicklich 
beim Kochen. Weiter fand Dubrunfaut (1. c.), daB Saéuren diese Drehungs- 
abnahme beschleunigen, wihrend Alkohol und Methylalkohol sie verzégern. 
Uber die augenblickliche Aufhebung der Birotation durch Alkalien machte 
zuerst Hesse*) nihere Angaben. Die genauesten Untersuchungen stellten 
Tollens und Schulze an‘). Die meisten untersuchten Zuckerarten zeigten 
die Erscheinung der Birotation. Als erste Ausnahme von dieser Regel 
wurde durch die Untersuchungen von Sovhlet®) und Meissl*) die Maltose 
bekannt. Diese hat in frisch bereiteter wisseriger Losung Wenigerdrehung 
(Semirotation), die langsam den normalen Wert erreicht. Kochen, Sauren 
und Alkalien beschleunigen auch hier die Einstellung des Endwertes. Der 
Begriff Birotation reichte daher nicht mehr zur Charakterisierung der 
Erscheinungen aus und wurde zweckmaBig durch den allgemeineren Begriff 
Mutarotation ersetzt. 


1) Ann. Chim. phys. 9, 372, 1818. 

2) Ebendaselbst 18, 104, 1846. 

3) Ann. 176, 101; 1875. 

4) Ebendaselbst 271, 4049, 1892. 

5) Journ. f. prakt. Chem. 21, 284, 1880. 
6) Ebendaselbst 25, 114, 1882. 
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Die Mutarotation der Zucker, besonders aber der Glucose, war Gege. 
stand eingehender Untersuchungen durch Tollens, Urech, E. Fischer u. a. 
Quantitative Messungen iiber den zeitlichen Verlauf der Mutarotation ¢.r 
Glucose unternahm zuerst Levy'). Er benutzte dabei die von Urec/,*) 
erwiesene Tatsache, daB die Umwandlung der birotierenden in die norma|- 
drehende Glucose eine Reaktion erster Ordnung ist und daher dem yon 
Wilhelmy fiir die Rohrzuckerinversion aufgestellten Gesetz folgen mii}, 
Eingehende Untersuchungen iiber die Birotation, ihre Beeinflussung dure), 
Zusitze stellte Trey*) an. Aus den Versuchsergebnissen leitete Osaku ') 
allgemeinere Regeln ab. Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante ist pro- 
portional der Hydroxylionenkonzentration, und zwar so genau, daB dadurch 
selbst fiir sehr schwache Basen (wie z. B. Anilin, Pyridin) die Dissoziations. 
konstante und bei Diaminen der EinfluB8 beider Dissoziationsstufen bestimmt 
werden konnte. So erklart es sich auch, daB Ammoniak sogar in starker 
Verdiinnung sofort die Mutarotation aufhebt. Weniger wirksam sind die 
Wasserstoffionen. Der Drehungsriickgang ist annahernd proportional cer 
Quadratwurzel aus der Wasserstoffionenkonzentration. Durch neuere 
Untersuchungen ist Murschhauser®) allerdings zu etwas anderen Ergebnissen 
gekommen. 


Fiir die Mutarotation werden schon seit dem ersten Bekanntwerden 
dieses Gegenstandes die mannigfachsten Erklirungen gegeben. Wir wollen 
im folgenden die wichtigsten Theorien und ihre experimentellen Grund. 
lagen betrachten. Biot*) nahm an, da das Sinken der Anfangsdrehung 
auf einen allmahlichen Zerfall gréBerer Komplexe von Glucosemolekiilen 
beruhe, wahrend Hammerschmidt’) zu einer entgegengesetzten Erklarung 
kommt. Er sieht in der Mutarotation eine physikalisch-chemische Fr. 
scheinung, veranlaBt durch das Zusammentreten von Molekiilen zu Molekiil- 
komplexen kristallinischer und optisch aktiver Art. Die Richtigkeit dieser 
beiden Theorien lat sich nun sehr leicht mit Hilfe der Raoultschen Gefrier- 
punktsmethode priifen. [In jedem Fall muB das Molekulargewicht der 
Glucose in der frisch bereiteten Lésung ein anderes sein, wie in einer liingere 
Zeit gestandenen Lésung. Die von Arrhenius angestellten Versuche ver. 
liefen negativ. Damit ist diesen Theorien der experimentelle Boden ent- 
zogen. Zu einer wesentlich anderen Erklirung gelangten Emil Fischer’), 
Tollens*), Béchamp*) durch Aufstellung der sogenannten Hydrattheoric. 
Nach dieser Theorie spielt die Anlagerung und Abspaltung von Wasser 
bei der Mutarotation eine wesentliche Rolle. Uber den genaueren Chemisnis 
dieses Prozesses gehen allerdings die Ansichten auseinander. Nach E. Fisc/:) 
soll nach dem Auflésen in Wasser das hochdrehende Anhydrid der Glucose 
langsam unter Wasseraufnahme in das niedrigdrehende Hydrat iibergehen. 


1) Zeitschr. f. physik. Chem. 17, 301, 1895. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges, 18, 3059, 1885; 16, 2270, 1883; 17, 
1547, 1884. 

8) Zeitschr. f. physik. Chem. 18, 193, 1895; 22, 424, 1897. 

4) Ebendaselbst 35, 661, 693, 695, 1900. 

5) Diese Zeitschr. 1922, H. 2. 

6) Mem. 15, 838. 

7) Zeitschr. d. Ver. deutsch. Zuckerind. 40, 954, 1890. 

8) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 2626, 1890. 

®) Ebendaselbst 26, 1799, 1893. 

10) Bull. Soe. chim. 9, 401, 511, 1893. 
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héchamp und Tollens sehen in der Mutarotation den umgekehrten Vorgang. 
Nach diesen Autoren soll das sofort in Lésung befindliche Hydrat in das 
niedrigdrehende Anhydrid tibergehen. Gegen diese Hydrattheorie wendet 
sich besonders Behrend ®) und Grossmann und Bloch*). Zu einer befriedigenden 
Erklarung der Mutarotation kam man erst, als man in der hoch- und niedrig- 
drehenden Modifikation der Zucker stereoisomere Formen erblickte. Der 
Vater dieses Gedankens ist Edmund von Lippmann. Dieser wies als erster 
darauf hin, da®B, falls der Traubenzucker auch im freien Zustande eine athylen- 
oxydartige Bindung besitzen sollte, infolge der Asymmetrie des fiinften 
C-Atoms zwei Stereoisomere mdglich sind, die verschiedene Drehungen 
besitzen kénnen. Die experimentellen Grundlagen zu dieser Theorie, die 
besonders von Hudson*) ausgebaut wurde, haben Erdmann und Schméger 
durch Beobachtungen an der Lactose und besonders Tanret erbracht. So 
haben Eirdmann*) und Schméger®) gefunden, daB man durch schnelles 
Eindampfen von Lactoselésung nicht die gewéhnliche, sondern eine an- 
finglich bei « = 36,2° drehende Form bekommt. Nach einiger Zeit zeigt 
die Lésung aber die normale Drehung von « = 52,4°. Solche anders drehende 
Modifikationen hat Tanret®) noch von der Glucose (@ = 22,5°), Galaktose, 
Arabinose und Rhamnose erhalten. Man kann diese Modifikationen einfach 
darstellen durch Eindampfen einer Zuckerlésung bei 105° zur Trockne 
oder durch Auskristallisation aus heiBem Pyridin. Weitere experimentelle 
Stiitzen fiir diese Theorie haben die Arbeiten Emil Fischers’) iiber die 
Glueoside und Behrend und Roths’) iiber die stereoisomeren Pentacetate 
erbracht. Diese beiden Verbindungen kommen ebenfalls in zwei stereoiso- 
meren Formen vor, die gegenseitig ineinander iibergefiihrt werden kénnen. 
Die Mutarotation ist also bedingt durch den Ubergang zweier stereoisomerer 
Formen ineinander; die konstante Enddrehung entspricht der Drehung 
des Gleichgewichtsgemenges der beiden Modifikationen. Durch Enzym- 
studium ist es Armstrong*) gelungen, einen Zusammenhang zwischen 
«-Glueose und «-Glucoside und 8-Glucose und £-Glucoside festzustellen. 
Interessante Zusammenhinge zwischen Erhéhung oder Erniedrigung 
der Leitfahigkeit der Borsiure durch Zusatz von «- und §-Glucose und der 
Mutarotation hat Boeseken*®) veréffentlicht. Er kommt auf Grund seiner 
Untersuchungen zu der Ansicht, da®B die «-Glucose von der Form: 


OH H 
HC__C__C___CH 
H OH. 


HCOH O OH 


| 
CH,OH 


Ann. 338, 105, 1905. 

Zeitschr. d. Ver. deutsch. Zuckerind. 2, 66, 1912. 

Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 487, 1903. 

Jahresber. f. Chem. 1855, 8. 671. 

Ber. d. deutsch. chem. Ges. 13, 1915, 1880; 14, 2122, 

Bull. soe. chim. 33, 345, 1905. 

Ber. d. deutsch. chem. Ges. 238, 2626, 1890. 

Ann. 331, 360, 1904; 353, 106, 1907. 

The simple Carbohydrates and the Glycoside, London 1910. 
Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 2612, 1913. 
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in die s-Glucose 


OH H 
HC...0--C---- 068 
IH OH /| 
| eo 
hl ge Sh 
HCOH O H 


| 
CH,OH 


iibergeht. Die starkste elektrochemische Wirkung mu8, wegen der zwei 
benachbarten OH-Gruppen, die «-Glucose ausiiben. Beim Ubergang in 
die 8-Glucose wird dann entsprechend der Abnahme der Drehung der 
Lésung eine Abnahme der Leitfahigkeit eintreten. Boeseken wie die meisten 
anderen Autoren nehmen an, daB8 der Ubergang der beiden stereoisomeren 
Formen ohne vorherige Aufspaltung des Ringes erfolgt. Das Reduktions- 
vermogen der Zucker gegen Fehlingsche Lésung wire dann eine sekundiire 
Erscheinung. Durch das Alkali soll erst die Athylenoxydbindung gelist 
und die reduzierende Carbonylgruppe gebildet werden. Auf diese Theorie 
kommen wir im letzten Teil unserer Untersuchungen noch einmal zuriick. 
Aus zahlreichen Versuchen hat sich ergeben, daB die Drehung des Gleich. 
gewichtsgemenges der beiden Modifikationen konstant ist, nur Konzen. 
trations- und Temperaturanderungen sowie Zusiitze von Neutralsalzen 
bewirken mehr oder weniger groBe Anderungen. Besonders Calciumchlorid 
erhoéht die Drehung betrachtlich bis « = 60,7°. Verdiinnte Saéuren haben 
sehr geringen EinfluB. Die Wirkung starkerer Sauren hat zuerst Mursch- 
hauser*) naher untersucht. Er findet fiir eine 20,07 proz. Salzsiurelésung 
eine Drehung von ¢ = 56,6°, fiir eine 20 proz. Schwefelsiiurelésung eine 
Drehung von « = 54,0°. 

Bei ihren Arbeiteri iiber den Abbau der Cellulose durch sehr starke 
Salzsiure (bis zu 43%) haben Willstdtter und Zechmeister”) zuerst wesent- 
liche Abweichungen von der normalen spezifischen Drehung der Glucose 
gefunden. Sie beobachteten Drehungen von iiber 100°. Durch Absaugen 
von Salzsiure aus der Lésung konnte eine Erniedrigung, durch Einleiten 
von Salzsiure eine Erhéhung der spezifischen Drehung bewirkt werden. 
Es besteht also ein Zusammenhang zwischen Siurekonzentration und 
Drehung. Auch Joh. Daish*) beobachtete bei ahnlichen Arbeiten ebenfalls 
anormale Drehungen der Glucose. 


_ Bei unserer Arbeit iiber die Inversion der Lactose, zu der wir starke 
Saiuren anwenden muBten, fanden wir, daB auch die Lactose unter 
diesen Bedingungen eine wesentlich héhere Drehung besitzt als in 
wasseriger Lésung. Um genauere Anhaltspunkte iiber den Verlauf 
der Inversion zu bekommen, war es notwendig, die Drehung der Lactose 
und ihrer Spaltprodukte der Glucose und Galaktose in der jeweiligen 
Versuchsfliissigkeit zu kennen. Die Untersuchungen wurden spiiter 
auch noch auf die Fructose, Mannose, Maltose und Saccharose aus- 
gedehnt. 


1) Diese Zeitschr. 104, 214, 1920; 116, 177, 1921. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 2401, 1913. 

8) Journ. Chem. Soc. London, 105, 2053; Chem. Zentralbl. 2, 1302 
bis 1303, 1914. : 
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B. Experimenteller Teil. 
1. Die Rotation der Glucose unter dem EinfluB von Schwefelsdure 
wechselnder Konzentration. 
Fiir diese Versuche wurde reinste, von EZ. Merck bezogene Glucose 
verwendet. 
Angewandte Substanz: 5g in 100cem!). Liange des Rohres 2 dm. 


Versuchstemperatur 25°. 
10 ,- 





Saure- \Beobachtete Drehung P 
konzentration 10 Minuten nach der . zifische 
normal | Lésung | 


rehung 


S 
S 


0 5,28° 52,8° 
10 5,60 56,0 
16 6,25 62,5 
18 6,50 65,0 
20 6,75 67,5 
22 7,25 72,5 
24 8,00 80,0 O54 OW HOH 28 
26 9,10 91,0 fein 


2 se Abb. 72). Abhingigkeit der Glucoserotation 
28 10,70 107,0 von der Schwefelsaurekonzentration. 


8 


Spez. Drehung in Grad 
8 


8 








Wie man aus vorstehender Tabelle ersieht, steigt die spezifische 
Drehung der Lactose mit der Siurekonzentration von 52,8° auf 107,0°. 
Eine Mutarotation konnte, wie es zu erwarten war, nicht beobachtet 
werden. Bei stirkerer Konzentration, ungefihr von 24n an, finden 
Abweichungen statt, die durch sekundire Einwirkung des Lésungs- 
mittels zu erkliren sind. Wiahrend die Lésungen bis zu 22 n Schwefel- 
siure stundenlang die oben angegebenen Drehungen beibehielten, zeigte 
die Lésung mit 24n Schwefelsaure ein langsames Ansteigen des Drehungs- 
wertes. Bei dieser Konzentration faingt also die Schwefelsiure an, 
chemisch auf den Zucker unter Kondensation oder Esterbildung einzu- * 
wirken. Eine Lésung von 5g Glucose in 100 cem 24n Schwefelsaure 
zeigte bei 20° im 2 dm-Polarimeterrohr folgende Drehungsinderungen : 








Zeit | 
Minuten | 


a 


Winkel |Temperatur| log 


| 

10 | 7,95° | 20,0° — — 
30 | 812 | 202 0,0419 0,021 
60 | 8,35 20,0 0,1057 —-0,0021 
9 | 850 | 20,1 0,1532 00,0019 
120 | 870 | 20,1 0,2258 00020 
150 | 9,00 | 200 03641 00026 
180 | 9,25 | 200 0,5268 — 0,0031 
ra 980 | 200 | — - 

K im Mittel: 0,0023. 








1) Siehe Abbildung 7 der graphischen Darstellung. 
*) Abbildungen Nr. 1 bis 6 sind in der 1. Mitteilung, diese Zeitschr. 
185, 546, 1923, verdffentlicht. 
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Die Zahlen in der letzten Kolonne zeigen eine bemerkenswert« 
Konstanz. Es liegt daher die Vermutung nahe, daB diese Drehunes. 
iinderungen durch einen bestimmten chemischen ProzeB bedingt werde:, 
Am niichstliegenden ist eine Kondensation zu einem Disaccharid vor 
Maltosetypus, die zu einem Gleichgewicht zwischen Glucose und ))j- 
saccharid fiihrt. Es mu aber dann méglich sein, bei der namlichen 
Saiurekonzentration und Temperatur auch von der Maltose diesen 
Gleichgewichtszustand zu erhalten. In der Tat ist das, wie nachfolgende 
Versuche zeigen, der Fall. 


Angewandte Substanz: 5g Maltose in 100cem 24n H,SO,. 
Linge des Rohres 2 dm. 





Zeit a 


Minuten a—2 


Winkel |Temperatur| log 


10 13,20° 20,09 ef 
20, | 1300 200 0,0256 


40° | 12,75 | 200 0,0598 
so | 1240 | 201 | 01127 
120 = 12,00 ~—-20,0 0,1823 
180 11,30 20,0 0,3400 
300 ~=—s-:10,40 «20,0 |_=s«0,6990 
x $e aS 


K im Mittel 0,0021. 


Bei Anwendung von 24n Schwefelsiure ist also die Inversion 
der Maltose unvollstindig und geht bloB bis zu einem Gleichgewicht. 
das numerisch dem von der Glucose aus erreichten gleich ist. Dic 
Gleichgewichtskonstante ist ebenfalls gleich der Konstanten bei der 
’ Glucosekondensation. Die sekundiren Drehungsiinderungen der Glucose 
sind durch Kondensation derselben zu Maltose oder Isomaltose bedingt. 
In der Tat hat auch Emil Fischer!) auf ahnlichem Wege das Osazon 
der Isomaltose zuerst dargestellt. Armstrong?) konnte noch weiter 
zeigen, daB dabei nicht nur Isomaltose, sondern auch Maltose entsteht. 
Auf Grund dieser physikalisch-chemischen Messungen kann man gleich- 
falls zeigen, daB sich aus Glucose unter der Einwirkung starker Sauren 
Maltose in nicht unbetriachtlicher Menge bildet. Allerdings bleibt dic 
Reaktion bei diesem Punkt nicht stehen, sondern fiihrt unter Ver- 
farbung noch weiter zu dextrinartigen Produkten und wahrscheinlich 
auch zu Estern. Das Arbeiten mit 26n und 28n Schwefelsiure ist 
nicht zu empfehlen, weil hier sehr schnell Verfairbung der Lésung ein- 
tritt. 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 3687, 1890. 
2) Journ. Chem. Soc. 88, 1305, 1903. 
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2. Die Rotation der Galaktose unter dem EinfluB von Schwefelsdure 
wechselnder Konzentration. 
Zur Anwendung kam ein von Kahlbaum bezogenes reines Produkt. 
Angewandte Substanz: 5g in 100cem'). Lange des Rohres 2 dm. 
Versuchstemperatur 25°. Die Ablesung erfolgte jeweils 10 Minuten nach 
dem Auflésen der Substanz. 





8 


Saure- 
konzentration 
normal 


Beobachtete Spezifische 
Drehung rehung 


in Grad 
3 


g 


o | 7,90 79,0° 
10 8,80 88,0 
16 9,50 95,0 
18 9,95 99,5 
20 10,25 102,5 A Sea SO a SS SS SE 
24 11.00 110.0 7 2468 UMRMUEB U2 

’ | ’ rorma/ 
26 12,20 122.0 Abb. 8. Abhiangigkeit der Galaktoserotation 
von der Schwefelsaurekonzentration. 


Spez. Drehur 
s 








Auch bei der Galaktose steigt, wie vorstehende Tabelle ersehen 
laBt, die spezifische Drehung mit der Saiurekonzentration. Bei Ein- 
wirkung von 24n Schwefelsiure finden ebenfalls wahrscheinlich durch 
Kondensation weitere Drehungsanderungen statt, wie aus nachfolgender 
Tabelle ersichtlich ist. 


Angewandte Substanz: 5 g in 100 ecm. Rohrlinge 2 dm. 





lle b sah a ‘ 
Mikaten Winkel Temperatur| log am K 


10. | 11,25° 25,1° — — 
30. |} =«6£11,90 25,1 | 0,1406 0,0070 
60 12,45 25,1 0,3104 0,0062 
75 12,60 25,1 0,371! 0,0052 
150 |= 13,10 25,0 0,6721 0,0048 
o 13,60 25,0 —_ — 

Die Zahlen in der letzten Kolonne zeigen keine Konstanz mehr, 
sondern fallen stindig. Es scheint sich aber auch hier ein Gleich- 
gewichtszustand der Galaktose mit einem Disaccharid einzustellen. 
Vielleicht bildet sich die von EH. Fischer®) zuerst dargestellte Galakto- 
biose. 


3. Die Rotation der Lactose unter dem EinfluB von Schwefelsdure 
wechselnder Konzentration. 

Die zu den Versuchen verwendete Lactose wurde durch zwei- 
maliges Umkristallisieren nach vorhergehender wiederholter Behandlung 
mit Kohle gereinigt. Sie war frei von EiweiB und Asche und zeigte eine 
spezifische Drehung « = 52,5°. 

1) Siehe Abbildung 8 der graphischen Darstellung. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 35, 3149, 1902. 
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Angewandte Substanz: 5g in 100ccm!). Linge des Rohres 2 din. 
Versuchstemperatur 25°, Die Ablesung erfolgte jeweils 10 Minuten nach 
dem Auflésen der Substanz. 





, | Beobachtet Spezifische 
ser was | Drehung A fekang 
0 | 5,259 5° 
10 5,67 56,7 mit 
12 5,90 59,0 
14 6,15 61,5 
16 6,35 63,5 
' 18?) 6,55 65,5 
LVS TU RME BHR 20 6,85 68,5 
Abb.9. Abhangigkeit der Lactoserotation 4 Mines He 
von der Schwefelsaurekonzentration, 26 4 90 hy 


Wie bei den vorher untersuchten Zuckern findet auch bei der 
Lactose ein Ansteigen der spezifischen Drehung mit der Siurekonzen- 
tration statt. 

Angeregt durch die Ergebnisse vorstehender Versuche unter- 
suchten wir, ob auch bei der Maltose, Fructose und Mannose ein ahn- 
licher Zusammenhang zwischen spezifischer Drehung und Siaure- 
konzentration besteht. 


8 


8 


Vers 


8 


= 


Spez. Drehung in Grad 





8 


4. Die Rotation der Maltose unter dem EinfluB von Schwefelsdure 
wechselnder Konzentration. 


Zur Anwendung kam ein von Kahlbaum bezogenes reines Produkt 
von der spezifischen Drehung « = 135,5°. 
Angewandte Substanz: 5g in 100cem*). Lange des Rohres 2 dm. 


Versuchstemperatur 25°. Die Ablesung erfolgte jeweils 10 Minuten nach 
dem Auflésen der Substanz. 





a 
konzentration | B we s vc 
normal 8 8 


ngecrserssnses = SSS 


0 | 13,50° | 135,0° 
10 «| 1290 | 1290 
122 «=| «12,75 127.5 


eee 18 | 12954 | 1295 
a eee 22 | 1320 1320 


Gegeniiber den anderen Zuckerarten macht also die Maltose eine 
Ausnahme. Die spezifische Drehung ist innerhalb der Versuchsfehler 
von der Saurekonzentration unabhingig. Vorausschickend erwihnen 


| 
a 
| 

} 





1) Siehe Abbildung 9 der graphischen Darstellung. 

2) Von dieser Konzentration an findet schon Inversion der Lactose statt. 

3) Siehe Abbildung 10 der graphischen Darstellung. 

4) Von dieser Konzentration an findet bereits Inversion der Maltose 
statt. 
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wir, daB auch bei der Einwirkung von Natriumbisulfit die Maltose 
eine Ausnahmestellung einnimmt. 


5. Die Rotation der Fructose unter dem EinfluB von Schwefelsdure 
wechselnder Konzentration. 


Zu diesen Versuchen diente ein von Kahlbaum bezogenes Produkt 
mit der Bezeichnung ,,Lavulose I aus Inulin’. 


Angewandte Substanz: 5g in 100cem'). Lange des Rohres 2 dm. 
Versuchstemperatur 25°. 





Saurekonzentration S anys eae as 
normal 
0 — 9,50° | — 95,0° 
14 nach 10 Minuten: —11,10° | 111.0 
nach 120 Minuten: — 10,50 | ’ 
Die Lésung ist schwach gelb. 
16 | nach 10 Minuten: — 11,50° — 115,0° 
Die Lésung vermindert ebenfalls unter Gelbfarbung die Drehung. 
18 nach 5 Minuten: — 11,70° — 117,0° 
Die Lésung war unter Verminderung der Drehung rasch gelb. 


18 nach 120 Minuten: — 8,80° — 88,0° 
24 nach 5 Minuten: — 8,50 — 85,0 


Die Lésung wird sehr rasch gelb. 


Beobachtete Drehung 


| Spezifische Drehung 


Die spezifische Drehung der Fructose ist, wie vorstehende Zahlen 
zeigen, in geringem Mae von der Saurekonzentration abhangig, und 
zwar lauft einer Erhéhung der Siure- 
konzentration eine Erhéhung der spezi- 
fischen Drehung im negativen Gebiet 
parallel. Wegen der groBen Empfindlich- 
keit der Fructose gegeniiber Schwefelsdure 
beginnt schon bei einer Saurekonzentration ft 
von 16n an ein Zerfall derselben unter ppb. 11. Abhangigkeit der Fructose: 
Gelbfarbung und Drehungsverminderung rotation von sng =e raat 
der Lésung. Wesentlich anders verhalt 
sich, wie spiter gezeigt wird, die Fructose gegeniiber starker Sal- 
petersaure. 

Zum Schlu8 wurde auch die Mannose in den Kreis der Unter- 
suchungen hereingezogen, weil sie bereits in wiisseriger Lésung ein 
interessantes Verhalten zeigt. Die frisch bereitete Lésung dreht links 
«% = — 13,60°; nach abgeklungener Mutarotation zeigt die Lésung 
Rechtsdrehung « = 13,50° bis 14,20°. Leider stand uns zu diesen Ver- 
suchen nur eine kleine Menge Mannose zur Verfiigung. Das Praparat 
wurde ebenfalls von Kahlbaum bezogen. 





1) Siehe Abbildung 11 der graphischen Darstellung. 
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6. Die Mutarotation der Mannose in wasseriger Lésung. 


Angewandte Substanz: 10g in 100cem. Rohrlinge 2dm. Versuch. 


temperatur 18°, 





PP ac Winkel log — K 
1 —3,00° | sin - 
5 —230 | 0,0580 0,0140 
10 —100 | 01919 0,0210 
20 | —000 | 0,3332 0,0175 
60 | 200 | 0,9700 0,0173 
ora 2,60 — —~ 


K im Mittel: 0,0170. 


Die Mannosemutarotation befolgt also das Gesetz fiir monomole- 
kulare Reaktionen ; aus dem Endwert 2,60° berechnet sich die spezifische 


Drehung « = 13,0°. 


7. Die Rotation der Mannose unter dem EinfluB 
von 24normal Schwefelsdure. 

Wegen Substanzmangel konnte nur ein Versuch mit Sauren aus. 
gefiihrt werden, und zwar wurde gleich 24n Schwefelsiure verwendet, 
um neben der Abhingigkeit der Rotation von der Saiurekonzentration 
auch etwaige sekundire Einwirkungen des Lésungsmittels feststellen 
zu kénnen. 

Angewandte Substanz: 1,25 g in 25 cem. Rohrliinge 2dm. Versuchs- 
temperatur 25°. Saurekonzentration 24 n. 





Beobachtete Drehung Spezifische | Zeit 


rehung Minuten Temperatur 
— 50,0/ —83° | 5 24,8° 
— 50,0 — 83 10 24.9 
— 45,0 | —75 | 20 | 25,0 
— 40,0 - — 6,7 30 25,0 
— 30,0 | —6,0 60 25,0 
— 10,0 —1 8 120 25,0 
+ 0,0 + 0,0 240 25,0 
+ 15,0 | +25 360 25,0 


Die experimentellen Ergebnisse geniigen, um einige interessante 
Schliisse ziehen zu kénnen. In starker Schwefelsiure dreht also dic 
Mannose im Gegensatz zur wiisserigen Lisung links. Die Rechtsdrehung 
der wasserigen Mannoselésung wird also durch Zusatz von Schwefel- 


siure in eine Linksdrehung verwandelt und diese geht bei langerer 


Einwirkung der starken Saure wieder in eine Rechtsdrehung iiber. 
Vielleicht deutet dieses letztere Verhalten darauf hin, daB ahnlich der 
Glucobiose und Galaktobiose eine Mannobiose sich bildet. Auf Muta- 
rotation kénnen wegen der hohen Wasserstoffkonzentration dies 
Erscheinungen keinesfalls zuriickgefiihrt werden. Es wire zu wiinschen. 
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da diese Versuche unter giinstigeren Stoffbedingungen wieder auf- 
genommen wiirden, um 1. einen liickenlosen Zusammenhang zwischen 
Links- bzw. Rechtsdrehung und Saurekonzentration festzustellen, 
und 2, Anhaltspunkte fiir den Grund der sekundiren Drehungs- 
inderungen zu bekommen. 

Der Vollstindigkeit halber wurde auch die Saccharose unter 
ihnlichen Bedingungen untersucht; sie wird, wie zu erwarten: war, 
schon innerhalb der ersten Minuten vollstandig invertiert. So zeigt 
eine Lésung von 1,25g Rohrzucker in 25ccm 28n Schwefelsiure bei 
15°im 2dm-Rohr sofort nach der Auflésung eine Drehung von « = —3,1°, 
was einer spezifischen Drehung des entstandenen Invertzuckers von 
« = — 31° entspricht. 

Aber auch andere starke Sauren, wie Salzsiure s = 1,185, Salpeter- 
siure s = 1,38, Uberchlorsiure s = 1,67, Ameisensiure s = 1,20 
und selbst Eisessig zeigen ahnliche Erscheinungen. Nur die Einwirkung 
von Salpetersiure auf Fructose und das Studium der Rotation der 
Zucker in konzentrierter Ameisensiure wurden weiter untersucht 
und haben zu interessanten Ergebnissen gefiihrt. 

Zunachst noch einige Angaben tiber die Drehung verschiedener 
Zucker in Salzsiure s = 1,185. Lactose zeigt in einer solchen Lésung 
je nach der Konzentration eine spezifische Drehung von a3 = 66,2 
bis 69,4°. Die Drehung sinkt unmerklich mit der Konzentration, wie 
nachfolgende Tabelle ersehen 1aBt. 





S sifische 


Konzentration | Drehung rehung 
lg in 25cem | 550° =| 69,49 
3gin 25cem | 16,15 | 67,2 
5g in 25cem | 26,50 | 66,3 


Versuchstemperatur 25°. 


Die Glucose zeigt bei einer Konzentration von 5g in 100 ccm 
unter denselben Temperaturbedingungen eine spezifische Drehung 
von on = 66,0°. Bemerkenswert ist, daB die Maltose bei dieser Saure- 
konzentration den normalen Wert a> = 135,5 wie in wisseriger Lésung 
zeigt. 

Betrichtlich erhéht auch die Uberchlorsaure die spezifische Drehung 
der Zucker. Wir erwahnen hier nur die bei der Inversion der Lactose 
angegebenen Werte von als = 90,0°. Auch Eisessig (etwa 96%) erhéht 
sehr wesentlich die spezifische Drehung. Wegen der geringen Léslichkeit 
der Zucker in dieser Substanz wurde nur die Lactose untersucht. 0,5 g 
Lactose in 50 ccm Eisessig unter Erwarmen gelést, zeigten im 2 dm-Rohr 
bei 20° eine Drehung von 1,6°, was einer spezifischen Drehung von 
020 — 80,8° entspricht. 

Biochemische Zeitschrift Band 138. 9 
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Die bis jetzt untersuchten starken anorganischen Sauren wirkey 
alle mehr oder weniger schnell unter Verfiirbung zersetzend auf dic 
Kohlehydrate ein. Hinsichtlich ihres Verhaltens aber gegen konzentrierte 
Salpetersiure s = 1,38 zerfallen die untersuchten Zucker in zwei 
Gruppen. Die eine Gruppe enthalt die Glucose, die Galaktose. 
die Lactose, die Maltose und Mannose, waihrend in der anderen Gruppe 
nur die Fructose steht. Auf die Glieder der ersten Gruppe wirkt dic 
Salpetersiure auBer drehungserhéhend und wenn mdglich invertierend 
sehr bald nach dem Auflésen unter stindiger Abnahme der Drehung 
und Gelb- bis Braunfirbung zerstérend ein. Bei Fructose dagegen 
findet ohne jegliche Zersetzungserscheinungen nur eine langsame 
Abnahme der Drehung statt. Das Drehungsvermégen verschwindet 
aber nicht vollstandig, sondern strebt einem bestimmten Endwert zu, 
der auch bei wochenlanger Einwirkung der Saure nicht mehr unter- 
schritten wird. Die Anfangs- und Enddrehung verhalten sich ungefihr 
wie 4:1. Die Lésung nimmt nur durch die Bildung von Stickoxyden. 
die sich in der Salpetersiure lésen, eine schéne griinblaue Farbe an. 
Saugt man die gebildeten Stickoxyde ab, so wird die Lésung wieder 
volistandig klar und farblos. Bei Durchsicht der Literatur zeigte sich, 
daB auf diesem Gebiet noch keine nennenswerten Arbeiten vorliegen. 
Zur selben Zeit erschien dann aber eine Arbeit von Kiliani!) unter 
dem Titel: ,,Neues aus der Zuckerchemie“, 1. Mitteilung. Kiliani 
benutzte, von anderen Voraussetzungen ausgehend, bei seinen Ver- 
suchen verdiinntere Saure s = 1,20 und fand, daB Fructose zum Unter- 
schied von Glucose gegen diese bestiindig ist. Das Oxydationsprodukt 
der Glucose konnte Kiliani bis jetzt noch nicht analysenrein isolieren. 
Wie schon erwahnt, besteht zwischen Anfangs- und Enddrehung der 
Fructoselésung ungefahr das Verhiltnis 4:1, wie folgender Versuch 
zeigt: 

2 g Fruktose in 20cem Salpetersiure « = 1,38 gelést, zeigten im 1dm- 
Rohr eine anfaingliche Drehung von ungefihr 10°. Beim Aufbewahren der 
Lésung im verschlossenen MeBkolben sinkt dieser Wert innerhalb einiger 
Tage auf ungefahr 2,5° herab und bleibt dann konstant. Es scheint sich 
also aus der Fructose ein Oxydationsprodukt von bestimmter Drehung 
in groBerer Menge zu bilden, denn die Restdrehung kann unméglich bei 
diesem gro8en Uberschu8 an Salpetersiure noch von unzersetzter Fructose 
herriihren. Zum Zweck der Isolierung dieses Oxydations- oder Abbau- 
produktes der Fructose wurde folgender Versuch unternommen. 

30g Fructose wurden in 50 ccm Salpetersiure s = 1,38 gelést und 
im gut verschlossenen MeBSkolben unter staindiger Wasserkiihlung 8 Tage 
lang stehen gelassen. Ein Vorversuch wurde ohne Wasserkiihlung ausgefiihrt, 
dabei erwarmt sich aber im Laufe einiger Stunden das Reaktionsgemisch 


derart, daS sich unter lebhaftem Sieden mit starker Stickoxydentwicklung 
der ProzeB in kurzer Zeit abspielt. Die Enddrehung der Lésung ist trotz 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 54, 456, 1921. 









des | 
gelin 
die I 
abges 
youn 

teilw 
saure 
sollte 
hafte 
beste 
Beim 
Vera 
und | 
Resu 
nicht 
Was: 
letzte 
mit 

Filtr 
anfal 
Er n 
wure 
Wid 
Kon 
Subs 
dure 
unte 
Isoli 
gese' 
Gluc 
Oxy 
gena 
ande 


Saw 
culu 
kon 
wert 


irk: n 
if die 
rierte 
zZWej 
<tose, 
fuppe 
t die 
rend 
hung 
segen 
Same 
indet 
t zu, 
nter- 
fiihr 
den, 
an. 
eder 
sich, 
gen. 
nter 
iani 
Ver- 
ter- 
ukt 
ren. 
der 
uch 


1m- 
der 
ger 
‘ich 
ing 
bei 
ose 
aU - 


nd 
ge 
rt, 
ich 
ng 
tz 


Mutarotation und Rotation der Kohlehydrate usw. 131 


des heftigen Verlaufes des Prozesses nicht wesentlich von der nach der 
gelinderen Methode erhaltenen Drehung verschieden. Nach 8 Tagen wurde 
die Reaktion unterbrochen, die Stickoxyde aus der blaugriinen Lésung 
abgesaugt und die Lésung dann bei Zimmertemperatur durch Anwendung 
von Vakuum zur Trockene eingedampft. Es resultiert eine weife, zihe, 
teilweise kristallinische Masse, die immer noch kleinere Mengen von Salpeter- 
siure hartnackig -feststellt. Zur Identifizierung des erhaltenen Produktes 
sollte die Phenylhydrazinreaktion dienen. Nach Neutralisation der an- 
haftenden Salpeterséure mit Calciumcarbonat wurde die Probe nach den 
bestehenden Vorschriften ausgefiihrt. Sie lieferte ein rétliches, stark durch 
Beimengungen verunreinigtes Kondensationsprodukt, das wenig zur weiteren 
Verarbeitung einlud. Auch die Semicarbazon- und die Benzoylreaktion 
und der Versuch zur Darstellung des Kalksalzes lieferte keine brauchbaren 
Resultate. Eine nach vorstehender Vorschrift erhaltene Lésung wurde 
nicht zur Trockene eingedampft, sondern nach dem Verdiinnen mit 50 ccm 
Wasser durch langsame Zugabe von Calciumcarbonat neutralisiert. Die 
letzten Reste von Salpetersiure lassen sich erst durch langeres Stehen 
mit einem geringen Uberschu8 an Carbonat entfernen. Das erhaltene 
Filtrat wird mit dem gleichen Volumen absoluten Alkohols versetzt, der 
anfallende gelblichweiBe Niederschlag gesammelt und bei 35° getrocknet. 
Er nimmt dabei eine gelbrote Farbe an. Zur Zersetzung des Kalksalzes 
wurden 10 g desselben mit Oxalsiure umgesetzt und das Filtrat untersucht. 
Wider Erwarten war die optische Aktivitat der Lésung trotz gréSerer 
Konzentration so gering, daB an eine Umlagerung oder Zersetzung der 
Substanz gedacht werden mu8. Diese Verbindung zeichnet sich tiberhaupt 
durch geringe Bestiandigkeit aus, weil sie schon beim Stehen an der Luft 
unter Gelb- und Braunfarbung langsam versetzt wird. Die Versuche zur 
Isolierung dieser wahrscheinlich sehr interessanten Substanz werden fort- 
gesetzt, schon im Hinblick auf die Ergebnisse, die bis jetzt Kiliani bei der 
Glucoseoxydation durch Salpetersiure s = 1,20 erzielen konnte. Das 
Oxydationsprodukt der Glucose hat bis jetzt ebenfalls der Isolierung und 
genaueren Identifizierung gespottet und ist von ahnlicher groBer Ver- 
inderlichkeit. Es liegt die Vermutung nahe, daf die beiden Oxydations- 
produkte, das der Glucose von Kiliani und das von uns aus der Fructose 
erhaltene, identisch sind und wahrscheinlich in die Reihe der 2 Keto-d-Gly- 
consiure gehdren. . 

Wie ist nun die Erhéhung der spezifischen Drehung mit steigender 
Siurekonzentration zu erklaren? Im Hinblick auf Versuche von Mus- 
culus!) lag es nahe, an eine Esterbildung zu denken. Gegen diese Theorie 
kénnen aber eine Reihe experimentell begriindeter Einwiande erhoben 
werden. Jede Esterbildung ist ein zu einem Gleichgewicht fihrender 
ProzeB. Die Einstellung des Gleichgewichts erfolgt sicher nicht so 
schnell, daB schon innerhalb weniger Minuten nach dem Auflésen der 
Endzustand erreicht ist. Man kann im Gegenteil bei solchen Prozessen, 
die zur Esterbildung oder Kondensation fiihren, die dabei auftrétenden 
Drehungsinderungen sehr gut im Polarimeterrohr verfolgen, wie bei 
der Glucose, Galaktose und Mannose gezeigt wurde. Diese Zucker 
zeigen bei Schwefelsiurekonzentrationen zwischen 10 und 20n eine 


1) Bull. Soc. Chim. 18, 66, 1872. 
g* 
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Erhéhung der spezifischen Drehung. Der erhéhte Wert bleibt ater 
wihrend lingerer Zeit konstant. Wir wollen diese Anderungen im 
folgenden als primaire Anderungen der spezifischen Drehung bezeichnen. 
Erst bei einer Saurekonzentration von 22 n an findet neben der anfiny- 
lichen primaren Erhéhung auch eine weitere sogenannte sekundiire 
Erhéhung statt, die auf Einwirken des Lésungsmittels zuriickzufiihren 
ist. Ein weiterer Beweis gegen die Estertheorie ist auch darin zu sehen, 
daB selbst Sauren, die sehr geringe Neigung zur Esterbildung besitzen, 
wie z. B. die Salzsiiure, und sogar neutral reagierende Stoffe, wie 
Calciumchlorid, sehr bedeutende Erhéhungen der spezifischen Drehuny 
hervorrufen. Alle die vorstehend angefiihrten Griinde sprechen ent- 
schieden gegen eine Esterbildung. Wir sind daher von dieser Ansicht, 
die auch direkt von dem Versuch widerlegt werden kann, sehr bald 
abgekommen. Der mit Alkohol aus einer salzsauren Lésung vollstiandig 
ausgefallte Zucker zeigte nach dem Wiederauflésen in Wasser dic 
gewohnliche normale Drehung. 

Nach der von E. Lippmann entwickelten Theorie handelt es sich 
bei der Mutarotation der Zucker um einen gegenseitigen Ubergang 
zweier stereoisomerer Formen ineinander. Die konstante normale 
Enddrehung ist die Drehung des sich einstellenden Gleichgewichts- 
gemenges. -Wenn wir auch auf Grund spiterer Versuche (Einwirkung 
von Alkalien, Natriumsulfit und Natriumbisulfit) annehmen miissen, 
daB dieser Ubergang nicht in so einfacher Weise, sondern unter Auf- 
spaltung des y-Oxydringes erfolgt, so handelt es sich hier doch sicher 
um ein wenn auch kompliziertes Gleichgewicht verschiedener Formen. 
Jedes im Gleichgewicht befindliche System kann aber in verschiedener 
Weise beeinfluBt werden. Bei optisch aktiven Kérpern sind nun diese 
Gleichgewichtsverschiebungen sehr leicht im Polarimeterrohr zu ver- 
folgen, da sie entweder mit einer Drehungszu- oder -abnahme verbunden 
sind. So ist ja die spezifische Drehung der Zucker mehr oder weniger 
eine Funktion der Konzentration und der Temperatur der Lésung. 
Durch die Einwirkung von konzentrierten anorganischen und organischen 
Sauren und auch durch bestimmte konzentrierte Lésungen von Neutral- 
salzen ist es méglich, dieses Gleichgewicht sehr stark zugunsten der 
héher drehenden Modifikation, also der a-Form m verschieben. Diese 
Tatsache wird am besten durch folgende zwei Versuche erhellt: 

1. Versuch. 1,25 g Milchzucker zeigen in einer Lésung von 5 cem Wasser 
und 20.cem Salzsiure s = 1,185 gleich nach dem Auflésen bei 20° eine 
Drehung von 6,2° in der 2 dm-Réhre. 

2. Versuch. 1,25g Milchzucker werden in 5 ccm Wasser gelést und 
die Lésung langere Zeit bis zum Abklingen der Mutarotation stehen ge- 
lassen, dann mit 20cem Salzsiure s = 1,185 versetzt. Die Lésung zeigt 


unter den nimlichen Bedingungen wie vorher ebenfalls einen Drehungs- 
‘wert von 6,2°. Wéllstdtter und Zechmeister (1. c.) konnten durch Einleiten 
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und Absaugen von Salzsiure in einer salzsauren Glucoselésung eine Ver- 
schiebung des Gleichgewichts zugunsten der héher- oder niedrigdrehenden 


Form erzielen. 


Es ist uns auch gelungen zu zeigen, dais die primairen Drehungs- 
inderungen durch Alkali auf einer Verschiebung des Gleichgewichts 
zugunsten der B-Modifikation beruhen. Die die Drehung erhéhenden 
Stoffe sind nun alle stark wasseranziehende Mittel, und es liegt nahe, 
anzunehmen, da® der diesen Vorgiingen zugrunde liegende chemische 
ProzeB in einer Wasserabspaltung oder in einer Verhinderung der 
Wasseraufnahme beruht. 

Wir denken uns das folgendermafen: Durch die Untersuchungen 
Tanrets (l.c.) sind von den meisten Zuckern drei Formen bekannt 
geworden : 

1. Das Hydrat, die gewohnliche, wasserhaltige, in der Natur vor- 
kommende Form der Zucker. 

2. Aus diesem entsteht durch gelindes Entwissern die sogenannte 
w-Form der wasserfreien Zucker, die in ihrem Aufbau und in ihrer 
Drehung dem Hydrat vollkommen gleicht. 

3. Durch Auskristallisieren aus einer wisserigen Lésung bei héherer 
Temperatur unter bestimmten Bedingungen erhalt man die B-Form 
der wasserfreien Zucker, die sich durch die Drehung (Mehr- oder Weniger- 
drehung) und daher auch durch den sterischen Aufbau von dem Hydrat 
und der &-Form wesentlich unterscheidet. 

‘Das Hydrat oder die a-Form von Glucose, Galaktose, Lactose 
gehen nun in wisseriger Lésung in die B-Form des wasserfreien 
Zuckers iiber: 

HCOH HCOH HOCH 
i! OH ~ 

HCOH ~- =o HCOH HCOH ~O 
HCOH HCOH HCOH 

e HCOH re 
HC HCOH HC 
HCOH CH,OH HCOH 
CH,OH CH,OH 

Die Umwandlung kénnte also unter Aufspaltung des Ringes und 
Anlagerung von Wasser iiber die Aldehydform gehen. In einem stark 
wasserabspaltenden Mittel wird diese Ringéffnung bei weitem schwieriger 
und unvollkommener sein miissen, wie in einer rein wisserigen Lésung. 
Da sich nun weniger von der hochdrehenden in die niedrigdrehende 
Form umlagern kann, miiBte die Lésung eine erhéhte spezifische Drehung 
haben. So anschaulich diese Annahme auch ist, so konnte sie leider 
den Ergebnissen weiterer Versuche nicht standhalten. Anstatt von 
dem Hydrat kann man ja auch von der £-Form des wasserfreien Zuckers 
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ausgehen. Dabei miiBte sich unbedingt ein ahnlicher Vorgang, in diese 
Falle eine Verschiebung zugunsten der niedrig drehenden Form a). 
spielen, weil ja auch hier die Wasseranlagerung und Aufspaltung dex 
Ringes erschwert sein miiBte. Zur Entscheidung dieser Frage stellt«n 
wir die £-Form der Lactose nach einer von Hudson gegebenen Vor. 
schrift durch Eindampfen einer gesattigten Lésung bei 100 bis 105" 
her. Diese Form zeigte in wisseriger Lésung folgende Drehungs. 
anderungen: 


Angewandte Substanz: 5g in 100 ccm. Temperatur 20°. Rohrlange: 2 dm. 








Zeit | ways a Zeit ; d 
Minuten | Winkel | = EK Minuten oe Winkel | log —— K 





25 | 360°; — aon 86,5 4,559 | 0.5698  0,0068 
11,5. | 3,78 | 0,0645 | 00071 | 1165 | 462 | 0.6667 | 0.0058 
21,5 | 3,90 | 0,1139 | 0,0060 | 1765 | 4,75 | 0,9379 00054 
415 | 4,17 | 0.2504 | 00064 | 2365 4.85 14550 0,0062 
56,5 | 430 | 0.3361 | 0,0062 eo | 4,90 ie in 


K im Mittel: 0,0062. 





Wird sie aber unter den nimlichen Bedingungen in konzentrierter 
Saure gelést, so zeigt sie innerhalb einiger Minuten nach dem Auflésen 
denselben erhéhten Drehungswert wie das Lactosehydrat. Um alle 
Erscheinungen, sowohl in saurer wie in neutraler Lésung erkliren 
zu kénnen, modifizieren wir das vorhin angedeutete Schema dahin, 
daB wir die «-Form mit der Aldehydform vertauschen. 


HCOH HCOH HOCH 


OH aa 
HCOH HCOH ~~, HCOH ~ 
HCOH HCOH_— HCOH 
HCOH 


HCOH HC HG 
CH,OH HCOH HCOH 
CH,OH CH,OH 


Das Hydrat und die gleichgebaute «-Form erleiden also einen 
doppelten Zerfall: 1. Umlagerung in die B-Form (Umwandlungstheorie). 
2. Aufspaltung des Ringes und Bildung der Aldehydform (Hydrat- 
theorie). 


Diese Ansicht stellt also im Grunde genommen nur eine Ver- 
schmelzung der Hydrattheorie mit der Umwandlungstheorie dar. 
Auf Grund dieser Annahme kann man alle bis jetzt bekannt gewordenen 
Erscheinungen zwangslos erkliren, nimlich: 1. Mutarotation, 2. Ver- 
halten gegen Fehlingsche Lésung, 3. Farbung von fuchsinschwefliger 
Saure, 4. Verhalten gegen Natriumbisulfit. 
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Zur Deutung dieser letzten Eigenschaften mu8 man unbedingt 
annehmen, da8 schon in neutraler Lésung die Aldehydform vorgebildet 
ist und nicht erst durch Aufspaltung des Ringes entsteht. 

Gewohnliche wasserentziehende Mittel werden die Ringaufspaltung 
erschweren und damit eine Begiinstigung der #-Form, verbunden mit 
einer Drehungserhéhung, hervorrufen. Starke Sauren wirken dhnlich, 
nur wird sich hier auch die hohe Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung geltend machen. Wasserstoffionen bewirken in nicht zu starker 
Konzentration nur einen beschleunigten Ubergang der «- in die B-Form. 
Von einer bestimmten Konzentration an werden sie aber imstande sein, 
den ProzeB auch in umgekehrter Richtung — Ubergang der B- in die 
«-Form — vor sich gehen zu lassen. Wir wollen nur an die Rohrzucker- 
inversion erinnern, die auch bei geeigneter Konzentration des Zuckers 
und der Saure riickgiingig gemacht werden kann. 

Bei der Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration wird also 
auch eine Erhéhung der spezifischen Drehung stattfinden, weil sich 
das Gleichgewicht zugunsten der héher drehenden Modifikation ver- 
schiebt. Nur die Maltose und in gewissem Sinne auch die Mannose 
machen eine Ausnahme von dieser Regel. Die Wirkung starker Siuren 
auf das Maltosegleichgewicht ist gering; meist findet eine kleine Er- 
niedrigung der spezifischen Drehung statt. Auch bei der Einwirkung 
von Natriumbisulfit folgt die Mannose, wie wir spiter zeigen werden, 
nicht den allgemeinen Gesetzen. Der tiefere Grund zu diesem Ver- 
halten ist sicher darin zu sehen, da andere Komponenten das Gleich- 
gewicht bilden. Da die Maltose in wisseriger Lésung zuerst weniger 
Drehung zeigt, so mu man in unserem vorher erwihnten Schema nur 
die w- mit der B-Form vertauschen, um zu einer befriedigenden Erkla- 
rung der Erscheinungen zu kommen. Bei der Maltose scheint also 
der Ubergang der a- in die B-Form bedeutend schwieriger méglich zu 
sein, wie der Ubergang der B- in die o-Form. Vielleicht laBt sich diese 
Verschiebung doch noch durch Anwendung von 48 proz. Salzsiure 
erzwingen. 

Zusammenfassend kann man sagen: Wasserstoffionen in geringer 
Konzentration wirken nur beschleunigend auf das Abklingen der Muta- 
rotation ein; bei starkerer Wasserstoffionenkonzentration findet neben 
einer momentanen Abnahme der Mutarotation eine Verschiebung des 
Gleichgewichtes zugunsten der gewohnlich in der Natur vorkommenden , 
also bei Zimmertemperatur stabileren Form statt; bei starker Kon- 
zentration der Siure und lingerer Einwirkung derselben findet dann 
noch Kondensation zu héher molekularen Verbindungen statt. Wir 
werden spiter zeigen, daB sich bei der Einwirkung der Alkalien die- 
selben Vorginge, nur nach der entgegengesetzten Seite, verfolgen 
lassen. 
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Bei Durchsicht der Literatur wurden wir auch mit einer Arb«it 
von Grossmann und Bloch?) iiber ,,Mutarotation und, Rotationsdispersion 
der Zuckerarten in Wasser, Pyridin und Ameisensiure“ bekannt. \\s 
Charakteristikum fiir fast alle Zucker finden diese beiden Autor:n. 
da8 die Mutarotation in konzentrierter Ameisensiure entgegengesetzt 
wie in wasseriger Lésung verliuft. 


So finden Grossmann und Bloch z. B. fiir die Glucose folgenden Reaktions. 
verlauf: ; 


Angewandte Substanz: 7,161 g in 100cem. Versuchstemperatur: 20), 
Rohrlinge: 1dm, Angewandte Lichtart: rot. 





Zeit ' Spezifische Drehung Zeit : Spezifische Drehung 
Minuten ir rotes Licht Minuten | Winkel fiir rotes Licht . 


5 , 57,259 60 4,80° 67,01° 
10 59,34 9 | 637 88,94 
16 | 60,74 1 Tag 687 95,94 
25 63,11 3 Tage 6,88 96,08 
40 | 64,93 5 Tage 6,88 96,08 


Die Anfangsdrehung 57,25° auf gelbes Licht umgerechnet, ergibt 
ep = 73,83°. 

Wiahrend in wisseriger Lésung eine Drehungsabnahme stattfindet, 
erfolgt in Ameisensiure also eine langsame Drehungszunahme. Wir 
kénnen die experimentellen Daten dieser beiden Autoren fiir die von 
uns untersuchten Fille vollauf bestitigen, aber der Deutung ihrer 
Ergebnisse kénnen wir uns auf Grund unserer Versuche nicht anschliefen. 
Der Ausdruck ,,Mutarotation“ wird bis jetzt’ nur fiir die Drehungs- 
iinderungen, die beim Ubergang der stereoisomeren Formen der Zucker 
ineinander auftreten, gebraucht. Die beobachteten Drehungsinderungen 
in konzentrierter Ameisensiure sind aber nicht, wie nachstehende 
Versuche zeigen werden, durch einen solchen Ubergang bedingt, und 
man kann daher diese gesamten Erscheinungen nicht unter dem Namen 
Mutarotation zusammenfassen. Wir vermuteten, daB die Glucose in 
Ameisensiure ein ahnliches Verhalten zeigt, wie z.B. in Schwefel- 
siure wechselnder Konzentration. Dort sehen wir neben einem augen- 
blicklichen Abklingen der Mutarotation eine Erhéhung der spezifischen 
Drehung und bei geeigneter Konzentration ein weiteres Steigen der 
Drehung, bedingt durch chemische Anderungen. Man kénnte also 
auch sagen, in 24n Schwefelsiure verlauft die Mutarotation der Glucose 
umgekehrt wie in wasseriger Lésung. Diese sekundiren Drehungs- 
anderungen der Glucose finden aber erst nach Erhéhung der spezifischen 


1) Zeitschr. Ver. Deutsch. Zuckerind., Techn. Teil, 1912, S. 19. 
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Drehung auf ungefihr 73° in nennenswerter Weise statt. Der beobachtete 
Anfangswert bei den Untersuchungen von Grossmann und Bloch ent- 
spricht ebenfalls ungefihr 73°. Des weiteren fallt auch der langsame 
Verlauf der Mutarotation auf. Wenn auch die Ameisensiure in dieser 
konzentrierten Form nicht stark dissoziiert sein kann, so ist doch an- 
zunehmen, daB diese Anderungen wenigstens mit derselben Geschwindig- 
keit erfolgen, wie sie sich in wisseriger Lésung abspielen. Dort ist 
aber schon in den ersten 6 bis 7 Stunden der ProzeB fast vollstindig 
abgelaufen, waihrend er in konzentrierter Ameisensiure erst in 3 bis 
5 Tagen das Endstadium erreicht. 

Um in die hier obwaltenden Verhiltnisse Einblick zu gewinnen, 
wurden folgende Versuche angestellt: 

Verwendet man statt der Ameisensiure ,,Kahlbaum‘ s = 1,22, 
95- bis 96 proz., oder noch besser 80 proz. Ameisensiure, so ist es méglich, 
den letzten Teil der gewéhnlichen Mutarotation zu beobachten, wihrend 
die Drehungserhéhungen erst nach ungefahr 10 Minuten auftreten. 


1. Versuch. 


Angewandte Substanz: 3g Glucose in 25 ccm etwa 90proz. Ameisen- 
siure gelést. Linge des Rohres: 2dm. Versuchstemperatur:* 18°. 





Zeit 
Minuten 


Zeit 


Minuten Drehung 


Drehung 


1 19,50° 20 15,70° 
18,00 30 15,90 
17,50 60 16,20 
16,30 120 16,80 
16,00 3 Tage 21,20 
15,50 





2. Versuch. 


Angewandte Substanz: 3 g Glucose in 25 cem etwa 80proz. Ameisen 
sdure gelést. Lange des Rohres: 2dm. Versuchstemperatur: 18°. 





Zeit 
Minuten 


Zeit 
Minuten 
15 15,80° 10 14,40° 
2 15,00 60 15,00 
3 14,60 1 Tag 20,00 
5 | 14,60 


Drehung 


Drehung 





Wiahrend nun bei einer gewéhnlichen wisserigen Glucoselésung 
die Enddrehung beim Verdiinnen lediglich in diesem Verhiltnis fallt, 
im tibrigen aber dann konstant bleibt, treten beim Verdiinnen einer 
Ameisensiurelésung Drehungsabnahmen auf, die meist bis zam Norma)- 
drehungswert der Glucose fiihren. 
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3. Versuch. 
Angewandte Substanz: 8g Glucose werden in 50 ccm Ameisensiitre 
(Kahlbaum) z = 1,22 gelést. Rohrlange: 2dm. Versuchstemperatur: |3", 











| : as | 
FE | Winkel Minctan Winkel 
3 | 23300 60 6| ~—-25,50° 
5 23,40 16 Std. 31,20 
10 | 23,60 3 Tage 32,20 
30 24,40 


10 ccm dieser hochdrehenden Lésung wurden nun auf 25 cem verdiinnt, 
Rohrlange: 2dm. Versuchstemperatur: 18°. 





Zeit | 





PP ona Winkel Minuten | Winkel 
2 | .12°30 120 | 10°30 
6 1 ogee i390 | 1015 
30 11 30 360 9 10 
60 11 16 2Tage | 720 


Als Anfangsdrehung berechnet sich der Wert 32,2: 2,5 = 12.5, 
der mit dem experimentell gefundenen vollkommen iwbereinstimmt. 

Aus dem Endwert 7° 20 Minuten ergibt sich die spezifische Drehung 
der Glucose zu ap = 57,2°. Die geringe Erhéhung gegeniiber dem 
Normalwert ist wahrscheinlich auf Einwirkung des Lésungsmittels 
zurickzufihren. 

Das aus Glucose durch Ameisensiure entstehende Produkt (wahr- 
scheinlich vom Maltosetypus) zerfallt also in wisseriger Lésung unter 
dem Einflu8 der Wasserstoffionen in seine Komponenten. Es wire 
zu untersuchen, ob mit Hilfe konzentrierter organischer Sauren eine 
bequeme Darstellungsmethode fiir Maltose oder Isomaltose zu finden ist. 

Auch fiir die Maltose konnte ein ahnlicher Reaktionsverlauf fest- 
gestellt werden. 

4. Versuch. 


Angewandte Substanz: 2g Maltose werden in 50 ccm etwa 50proz. 
Ameisenséure gelést. Rohrlinge: 1dm. Versuchstemperatur: 18°. 




















Minten bes 4 Miaten | bea a 
2 9,00° 30 | 10,10° 
5 9,20 60 | 10,30 
10 9,60 24 Std. 10,40 
20 10,00 | 


In verdiinnter Ameisensiure ist es also sehr leicht méglich, noch 
einen Teil der Mutarotation zu verfolgen. 

Um ganz einwandfreie Versuche zu bekommen, haben wir zuerst 
die Mutarotation durch Kochen zerstért und dann die Saure zugegeben. 
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5. Versuch. 

a) Angewandte Substanz: 1g Maltose wird in 5ccem Wasser gelést, 
wahrend 20 Minuten im kochenden Wasserbad gehalten, dann abgekiihit 
und auf 25 cem mit Wasser aufgefiillt. Nach 25 Minuten zeigt die Lésung 
bei Zimmertemperatur im 1 dm-Rohr eine Drehung von 10,5°. 

Dieser Wert bleibt konstant. 

b) Angewandte Substanz: 1g Maltose wird in 5ccm Wasser gelést 
und nach der Behandlung im Wasserbad mit Ameisensiiure s = 1,22 auf 
25cem aufgefiillt. Rohrlange: 1dm. Versuchstemperatur: 18°. 





Zeit 
Minuten 


30 


60 
48 Std. 


c) Angewandte Substanz: 1 g Maltose wird in 5ccem Wasser geldést 
und sofort mit Ameisensiiure s = 1,22 auf 25 ccm aufgefiillt. Rohrlange: 
1dm. Versuchstemperatur: 18°. 


10,65 
11,00 
11,65 


= | 1 
| 
| 





Winkel 


Zeit 
Minuten 


| 10,30° 
20 | 10,50 

* 55 10,65 
115 | 11,00 
48 Std. | 11,50 


Es nihert sich also auch hier die Drehung dem gleichen Endwert 
wie im Versuch b). 

Aus allen diesen Versuchen geht eindeutig hervor, daB die Drehungs- 
inderungen in konzentrierter Ameisensdure nicht mit der Mutarotation 
zusammenhingen, sondern durch Einwirkung des Lésungsmittels auf 
die Zucker bedingt sind. Es ist daher notwendig, den Ausdruck Muta- 
rotation fiir diese Erscheinungen aus der Literatur und den Lehrbiichern 
zu streichen. Wir nehmen an, daB auch bei den nicht untersuchten 
Zuckern im Hinblick auf das gleichartige Verhalten derselben in 
Schwefelsiure sich die Drehungsinderungen in ahnlicher Weise erklaren 
lassen, wie wir es fiir die Glucose und Maltose hier festgestellt haben. 
Bei der Saccharose erkliren die beiden Forscher selbst die Drehungs- 
erscheinungen durch Zersetzung. 


Zusammenfassung. 

1. Die wichtigsten Mono- und Disaccharide erleiden unter dem 
Einflu8 starker Siuren primaire Anderungen ihrer  spezifischen 
Drehungen, die sich durchweg in wesentlichen Erhéhungen derselben 
oft bis zum doppelten Wert der normalen Drehung bemerkbar machen. 
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Zwischen Siurekonzentration und spezifischer Drehung besteht ater, 
wie die Kurven 6 bis 11 ersehen lassen, keine strenge Proportionalitit. 
Nur die Maltose, die auch in wisseriger Lésung sogenannte Semi. 
rotation zeigt, wird in ihrer Drehung durch Sauren wenig beeinfli({}t. 
Hervorzuheben ist noch, daB die Rechtsdrehung der Mannose unter 
der Einwirkung starker Saiuren bis 0° verringert wird und schlieflich 
in eine Linksdrehung tibergeht. Es findet also auch hier eine Ver- 
schiebung des Gleichgewichtes zugunsten der Modifikation statt, ie 
die Anfangsdrehung der wisserigen Lésung bedingt. 

2. Von einer bestimmten Siurekonzentration an (ungefahr 
24 normal) finden bei der Glucose und Galaktose sekundire Drehungs.- 
iinderungen statt. Unter dem EinfluB8 des Lésungsmittels findet 
scheinbar eine Kondensation zu einem héheren Zucker statt, die zu 
einem Gleichgewicht zwischen Mono- und Disaccharid fiihrt. Fiir die 
Glucose konnte dieser Gleichgewichtszustand auch von der Maltose 
aus erreicht werden. Merkwiirdigerweise stimmen die Reaktions- 
gleichgewichtskonstanten der Kondensation der Glucose und der In. 
version der Maltose bei gleichen Versuchsbedingungen innerhalb der 
Versuchsfehler iiberein. Unter diesen Bedingungen bildet die Maltose 
anscheinend vorwiegend das erste Kondensationsprodukt der Glucose. 

3. Auch die Mannose zeigte ein ahnliches Verhalten. Es bildet 
sich bei der Einwirkung stirkerer Saiuren wahrscheinlich eine bis jetzt 
noch nicht bekannte Mannobiose. Die Linksdrehung der Lésung geht 
dabei langsam wieder in eine Rechtsdrehung iiber. Wir haben also bei 
der Mannose folgendes Drehungsphinomen: 

Linksdirehung Rechtsdrehung 
in wisseriger Lésung 

> 





bei Zusatz von H,SO, 


in sehr starker Sdurelésung 
rere —_> 





4. Zur Erklarung der Mutarotation, der primaren und sekundaren 
Drehungsainderungen in stark sauren Lésungen und der Aldehyd- 
eigenschaften vieler Zucker bereits in wiasseriger Lésung reichen die 
bestehenden Theorien — die Umwandlungstheorie von Lippmann und 
Hudson und die Hydrattheorien von Emil Fischer und Tollens — nicht 
aus. Erst durch Vereinigung dieser beiden Theorien zu einer einzigen, 
d.h. wenn man in der Mutarotation einen Vorgang sieht, der sowohl 
mit einem Ubergang zweier stereoisomerer Formen ineinander.als auch 
mit einer Aufspaltung des Ringes unter Wasseranlagerung verbunden 
ist, ist es méglich, durch Verschiebung des sich einstellenden Gleich- 
gewichts zwischen Alpha-, Beta- und Aldehydform, die bis jetzt 
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Mutarotation und Rotation der Kohlehydrate usw. 14] 


ekannt gewordenen Erscheinungen iiber die Drehung der Zucker zu 
y 


erklaren. 

5. Abweichend von den iibrigen Zuckern wird die Fructose durch 
Salpetersiure s =: 1,38 nicht unter Gelbfarbung zersetzt, sondern es 
pildet sich ein farbloses Oxydations- oder Abbauprodukt von bestimmter 
Drehung. Die Identifizierung derselben ist bis jetzt noch nicht gelungen. 

6. Auf Grund eingehender Untersuchungen konnten wir uns nicht 
der von Grossmann und Bloch geiiuBerten Ansicht, daB die Drehungs- 
anderungen verschiedener Zucker in konzentrierter Ameisensiure 
s = 1,22 als Mutarotationserscheinungen anzusehen sind, anschlieBen. 
Wir sehen vielmehr in diesen Erscheinungen Vorgiinge, die durch 
chemische Einwirkung des Lésungsmittels (Kondensation der einfachen 
Zucker zu héheren Zuckern) bedingt sind. Der Ausdruck Mutarotation 
fir die Drehungserscheinungen der Glucose und Maltose in konzen- 
trierter Ameisensiure und wahrscheinlich auch der anderen Zucker 
wire aus der Literatur zu streichen. 




















Untersuchungen iiber den Rest-Stickstoffgehalt des Blutes 
bei avitaminésen und hungernden Tauben. 


Von 
PD. Alpern, Charkow. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Marz 1923.) 


Mit 2 Kurven im Text. 


Unter allen mit dem Wesen des Vitaminhungers verbundenen 
Fragen sind diejenigen, welche das Wesen des Stoffwechsels bei der 
genannten Erkrankung betreffen, bisher am wenigsten bearbeitet 
worden. Die eingehenden Untersuchungen aus dem hiesigen Labora- 
torium von 7'suji (11) am Hunde und von Abderhalden (1) iiber den 
Gaswechsel bei Beri-Beri-Tauben haben erwiesen, daB die Kohlen- 
siurebildung sowohl im ganzen Organismus, wie besonders in den 
Muskeln merklich herabgesetzt ist, und daB eine solche fiir Avitaminose 
charakteristische Erscheinung bei sonstigen Erschépfungszustinden des 
Organismus nicht in gleicher Weise stattfindet. Bei Eingabe von Hefe- 
extrakt an avitaminése Tauben wird die Gewebeatmung wiederum erhéht. 
Bereits 18 Stunden nach Reisfiitterung haben Anderson und Kulp (2) 
Respirationsquotient = 0,73 — 0,80 feststellen kénnen, und wiahrend. des 
Polyneuritisstadiums = 0,75 bei Vorhandensein von Reis im Kropf. 
Es ist ohne weiteres klar, daB bereits auf Grund der oben erwiahnten 
Angaben iiber den Gaswechsel bei reisgefiitterten Tauben das Vor- 
handensein von Anderungen im Stoffwechsel tiberhaupt und im Stick- 
stoffwechsel insbesondere bei diesen Tieren angenommen werden mu}, 
wie T'suji (1. c.) ja auch letztere im Bilanzversuche nachweisen konnte. 

Gerade unter diesem Gesichtspunkt ist auch vorliegende Unter- 
suchung im Anschlu8 an eine noch unverdffentlichte Arbeit von 
Collazo aus dem hiesigen Laboratorium an Meerschweinchen und 
Hunden iiber den gleichen Gegenstand unternommen worden, und 
ihr Ziel ist, das Bild des Blutes avitaminéser Tauben in bezug auf 
Reststickstoff und seine Komponenten aufzukliren. Dabei erschien 
es uns notwendig, auch die Frage aufzukliren, inwieweit diese 
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Anderungen denjenigen bei hungernden Tauben dhnlich sind oder 
yon ihnen divergieren. Es ist namlich bis heute nicht gelungen, 
diese beiden pathologischen Zustande in bezug auf ihren Chemismus 
und Stoffwechsel scharf gegeneinander abzugrenzen. Wiahrend einige 
Forscher keinerlei prinzipiellen Unterschied zwischen Hungerzustand 
und Avitaminose anerkennen, weisen andere auf bedeutende Unter- 
schiede hin. Die einen [Magne und Simonet (3) in bezug auf 
Respirationsquotient und Funk (4) in bezug auf den chemischen 
Bestand des Gehirns] schlieBen die Méglichkeit nicht aus, da8 aller- 
hand Anderungen im Chemismus des Stoff- und Gewebewechsels 
einfach vom Hungerzustand abhingig sein kénnen (infolge der 
Nichtutilisation der eingefiihrten avitaminésen Nahrung). Andere 
wiederum weisen auf den Unterschied zwischen den beiden pathologi- 
schen Zustiinden in bezug auf den Fettgehalt [Terroine (6)] und auf 
die fermentativen Eigenschaften der Gewebe hin [| Rothlin (7), Hess, 
Fleisch (8)]. Aber sogar im letzteren Falle darf die grundlegende Tat- 
sache nicht auBer acht gelassen werden, daB bei avitaminéser Er- 
nihrung eine derartige ,,alimentire Dystrophie“ stattfindet, bei welcher 
vor allem die schépferische Fahigkeit der Zellenelemente leidet, welche 
nicht mehr imstande sind, die ihnen zugefiihrten Nahrungsingrediente 
in ,,Fleisch und Blut zu verwandeln (gleichviel, ob es von der Stérung 
der Synthese in den Zellen selbst abhingt, oder ob es die Folge von 
Stérungen in der Verdauungstiitigkeit des erkrankten Organismus 
ist, wozu allerdings zu bemerken ist, daB die Resorption nach T'sujis 
(l.c.) Beobachtungen ungestért verlaufen kann). 

Zu meinen Versuchen dienten Tauben, bei welchen die Avita- 
minose erzeugt war durch Ernahrung mit poliertem Reis, oder mit 
solchem Reis, der waihrend 2 bis 3 Stunden im Autoklaven bei einer 
Temperatur von 120 bis 130° erhitzt worden war. In bezug auf den 
Gehalt des Blutes an Reststickstoff (Alkoholitherextraktion und Amino- 
siure nach Bang!) (9 u. 10), wurden vier Tauben systematisch und 
ungefihr zehn sporadisch untersucht, und zwar in der Periode, 
wihrend welcher die Avitaminosesymptome sich am heftigsten auBerten 
(Krampfe, Opistotonus und Karussellbewegungen). Gleichzeitig wurden 
in bezug auf dieselben Fragen auch solche Tauben der Untersuchung 
unterworfen, welche dem volligen Hunger unter Verabreichung von 
Wasser + Salzgemisch ausgesetzt waren. Zu Kontrollzwecken dienten 
Tauben, welche normal ernahrt wurden mit Hafer und Erbsen. Bei 
den hungernden Tauben wurde Blut zu Analysezwecken alle 2 Tage 
entnommen und bei den avitaminésen alle 3 Tage einmal. An den 
1) Es soll daran erinnert werden, da bei Végeln der Stickstoffwechsel 


anders vor sich geht, als bei Saugetieren. Deswegen ist bei ihnen der Haupt- 
bestandtteil des Reststickstoffs Aminosiurefraktion. 
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Untersuchungstagen wurden Temperatur und Gewicht der Versuch. 
tiere festgestellt. Bei dem zweiten Paar avitaminéser Tauben wurde 
gleichzeitig mit der Erforschung von N-Substanzen im Blute auch 
der Bestand des trockenen Satzes untersucht. 

Nahrung und Wasser wurden tiglich verabreicht. 

Zu Beginn der Versuche, d. h. wahrend der ersten Tage der Reis. 
ernahrung, nahmen die Tauben die ihnen vorgelegte Nahrung ganz 
gern, spater trat eine merkliche Appetitabnahme ein. Bei der Sektion 
war der Kropf immer mit Reis tiberfiillt, wogegen der Magen am biiutig. 
sten Sand und kleine Steine enthielt. 

Die Stickstoffbilanz bei der Avitaminose ist dadurch ausgezeichnet, 
daB im Verlaufe dieser Krankheit eine mehr oder minder ausgesprochene — 
Neigung zu einer negativen N-Bildung sich einstellt.. Diese Kurve 
verlauft aber nicht in einer einfach absteigenden Linie, sondern zeigt 
Schwankungen, bei denen voriibergehende Stickstoffretentionen zu. 
tage treten. Das beweisen auch noch unveréffentlichte Beobachtungen 
am Hunde von Hirabayashi aus dem hiesigen Laboratorium.: Es kann, 
wie gerade aus der Arbeit von 7'suji (1. c.) am Hunde hervorgeht, in der 
pramortalen Periode sogar eine sehr betrichtliche positive N-Bilanz 
zur Anschauung kommen. 

Da nun alle Erfahrungen darauf hindeuten, da8 im Grunde bei 
der Avitaminose die Assimilation gestért ist, muB es als unwahrscheinlich 
gelten, da die Perioden mit positiver N-Bilanz einen Eiweifansat: 
bedeuten. Der Gedanke liegt vielmehr nahe, daB die positiven Bilanzen 
durch Retentionen von N-Schlacken, vielleicht auch von N-haltigen 
Nahrungsbestandteilen, die nicht zum Ansatz kommen, bedingt sind. 
In diesem Falle miBte der Reststickstoff des Blutes im Verlaufe der 
Avitaminose Abweichungen von der Norm erkennen lassen. Auf welcher 
Stérung, ob einer degenerativen Konstruktion des Blutes und der 
Gewebe, ob auf einer Nierenstérung dann die gelegentliche Aus- 
scheidungsinsuffizienz fiir die Schlacken beruht, muB vorliufig dahin- 
gestellt bleiben. 

Nun ist der avitaminése Zustand, wie ich schon sagte, in gewissem 
Sinne ein Hungerzustand, indem die Nahrung zwar resorbiert, aber 
nicht geniigend assimiliert wird [ Bickel (12)]. 

Beim Hunger steigt nach den Beobachtungen von Bang bei Siuge- 
tieren und Racchiusa (13) bei Tauben der Reststickstoff und Amino- 
siurestickstoff des Blutes an. Wiahrend einer solchen Hungerperiode 
zeigt auch der an sich immer gesteigerte Reststickstoff des Blutes 
betrachtliche Schwankungen (Kurve 1). 

Bei der Avitaminose mu dann folgerichtig der Reststickstoff 
des Blutes ebenfalls erhéht sein und eventuell analoge Schwankungen 
erkennen lassen. Tatsichlich ist dieses der Fall (Kurve 2). 
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Wenn nun gar bei der Avitaminose, genau wie bei dem Hunger- 
gustande trotz positiver N-Bilanzen das K6orpergewicht sukzessive 
weiter abnimmt und die K6érpertemperatur ebenfalls kontinuierlich 
sinkt, dann beweist: das erst recht, daB die Deutung der Avitaminose 
als eine Art von chronischem Hungerzustand zutreffend ist. 


7 


Kurve 1. Hungertaube. Kurve 2. Avitamindése Taube. 
(Zu Tabelle II.) (Zu Tabelle IV.) 


Die Schwankungen in dem Reststickstoff des Blutes kénnten 
nun auch darauf beruhen, daB durch Wasserverschiebungen innerhalb 
des Kérpers — nach Morinacka (diese Zeitschr. 1922/23) und Krause 
(14) ist ja der Prozent-H,O-Gehalt des Gesamtkorpers bei der Avita- 
minose genau wie in der Norm — das Blut einmal mehr, einmal weniger 
hinsichtlich seines Reststickstoffgehaltes verdiinnt zu sein verméchte. 

Nach meinen Beobachtungen, die ich nachstehend noch ausfiihr- 
licher mitteile, ist die Trockensubstanz des Blutes bei avitaminésen 
Tauben in der Regel erhéht; wenn z. B. bei der normalen Taube das 
Blut 22° Trockensubstanz hatte, so betrug dieser Wert in der dritten 
Woche der Krankheit 27 bis 29%, in der vierten Woche 23 bis 24%, 
aber in der folgenden Zeit gegen Lebensende nur 20 bis 13%. Indessen 
alle Male ist ebenso bei der Avitaminose wie beim Hunger der Rest- 
stickstoff im Blute, berechnet auf die Trockensubstanz, pathologisch 
vermehrt. Da nun auch wihrend groBer Perioden die Trockensubstanz 
des Blutes vermehrt ist, muB der Reststickstoff im Gesamtblute dann 
erst recht vermehrt sein. Das beweist aber ganz sicherlich eine Retention 
von Stickstoff, die auch in der Gesamt-N-Bilanz zum Ausdruck kommen 
kann, worauf ich oben schon hinwies. 

Meine Versuche an Tauben haben nun folgende Ergebnisse gehabt: 

1. Das Kérpergewicht nahm bei den avitaminésen Tauben und 
den Hungertauben in fast entsprechender Weise ab. 
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2. Die Temperatur nahm bei beiden Tiergruppen kontinuierlich |). 

3. Der Reststickstoff des Blutes, auf die Trockensubstanz bezogen, 
stieg bei beiden Tiergruppen mit Schwankungen kontinuierlich ay. 

4. Parallel mit der Kurve fiir den Reststickstoff geht die Kurve 
fiir den Aminosiuregehalt des Blutes. 

5. Die alkoholitherlésliche Fraktion des Reststickstoffs steigt 
bei beiden Tiergruppen wenig an. 

So zeigen denn meine Versuche, daB nach dem Verlauf der Rest- 
stickstoffkurve des Blutes die Avitaminose der Typus eines chronischen 
Hungers ist. 
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Tabelle I. 
Hungertaube Nr. 1. 





S T 























| : | : | | 
D: d | Alkohol- Amino: Ti s| 
Tag Pon Rest-N Rther-N. pene Gewicht see Bemerkungen 
Krankheit | Extrakt Op eS oc | = 
12, XII. | _ ' 0017 | 0,047 | 2500 42 | eked Mees und 
1922 0064 | 0013 | 0.050 | 2500 415 | Hafer 
| 0,060 | 0,013 0,047 250,0 | 42 ~ 
0,063 | 0,014 | 0,048 (2 250,0 | 42 || Durchschnitt, 
See 0,063 | 0,010 | 0,052 | 2700 | 41,2 1 Voller Hunger mit 
2 0,065 | 0,010 | 0,055 | 2400 | 40.8 || Wasser und Salz- 
4 | 0091 | 0,021 | 0,070 | 2300 | 410 gemisch 
6 | 0089 | 0019 | 0070 | 2055 | 40,2 
8 | 0,081 | 0,018 | 0,062 | 1800 | 40,1 | 
+10 | 0093 | 0017 | 0,076 | 1500 | 37,0 | 
| 0080. | 0016 | 0064 | — | — | Durchschnitt 


Restbilanz: + 0,017. Alkohol-Ather-N-Extrakt-Bilanz: + 0,002. Amino- 


saurebilanz: + 0,016. Kérpergewichtsabnahme: 40% in 10 Tagen. Tem- 


peraturabnahme: 12% in 10 Tagen. 
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Tabelle II. 
Hungertaube Nr. 2. 





Datum und | Alkohol- | Amino : Tempe: 
Tag der Rest-N AthersNs siure | Gewicht “ ratur Bemerkungen 


Krankheit om | Extrakt | % g °C 


is. XII. | 0,064 0,017 0,047 | -250,0 | 42,1 || Vorperiode: Nahrung 
1922 | 0,055 | 0.014 0,041 | 2500 425 | Hafer und Erbsen 
0,059 | 0,013 | 0,046 2500 | 42.5 


0,059 | 0,015 | 0,045 | 2500 42,4 | Durchschnitt 


0,079 | 0,009 0,070 | 250.0 | 421 Voller Hunger mit 
0,093 | 0017 | 0,076 | 2200 | 414 | Wasser und Salz- 
0,095 0,021 0,073 | 220,0 | 40,6 | gemisch 
0,089 0,021 | 0,066 | 200,0 | 40,0 | 

0,080 0,020 | 0,059 180.0 | 41,1 | 

0,100 | 0,018 | 0,085 | 37,0 


0,089 | 0017 | 0,71 eno — || Durchschnitt 





Restbilanz: +0,030. Alkohol-Ather-N-Extraktbilanz: +0,002. Amino- 
siurebilanz: + 0,026. K6rpergewichtsabnahme: 40% in 10 Tagen. Tem- 
peraturabnahme: 12,7% in 10 Tagen. 


Tabelle III. 
Avitaminése Taube Nr. 1. 





Patumssed | nen | fikedet | Amino Gewicht Temger| 
Krenkbeit | Oy | Extrakt | ef ns | oe] 


23. XII. 0,062 0,008 0,054 | 320.0 | 41.5 | Vorperiode: Nahrung 
1922 | 0,064 0,011 0,053 | 300,0 | 41,0 Hafer und Erbsen 
0,055 0,012 | 0,043 _300,0 | 415 | 


0,060 | 0,010 | 0,050 | 3000 | 41,5 | Durchschnitt 


0,061 | 0011 | 0,049 | 320.0 | 40,5 Ernahrung mit polier- 
0,065 | 0,012 0,053 | 300.0 | 39,5 | tem Reis 

0,077 | 0,011 0,065 | 300,0 | 39,3 Chronische Entwick- 
| 0,091 | 0,016 0,065 | 280,0 | 39,2 lung der Krankheit 
| 0,092 | 0,016 0,065 280.0 | 39.2 | mit Lahmungen 

, 0,093 | 0,017 0,076 | 280.0 | 38,9 | 

| 0,081 0,011 0,070 250.0 | 39,1 | 

| 0,070 | 0,009 | 0,063 | 2500 | 39,0 | 

| 0,074 | 0,012 0,062 | 220.0 | 38,0 
| 


Bemerkungen 





| 
| 


i] 
SERRE TENS 





BSRVSE Cone! 


0,103 | 0,020 | | 0,083 pase 37,0 |¢ am 36. Tage 
0,083 | 0014 | 0070 | — — | Durchschnitt 





Restbilanz: + 0,023. Alkohol-Ather-N-Extraktbilanz: + 0,004. Amino- 
siurebilanz: + 0,020. K6rpergewichtabnahme: 33% in 36 Tagen. Tem- 
peraturabnahme: 10,8% in 36 Tagen. 

10* 
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Tabelle IV. 
Avitaminése Taube Nr. 2. 





Datum ont “Alkobol- | Antone | ‘ | Tempes 
Tag der | Rest-N |. AthersNe | saure | Gewicht | ratur | Bemerkungen 


Krankheit | Oy Extrakt | Op g oC 


25. XII. | 0,060 | 0,009 | 0,051 | 280,0 | 41,5 | Vorperiode: Erniih. 
1922 0,066 | 0011 | 0055 2700 | 41,5 rung mit Hafer und 
0,056 | 0,008 | 0,049 _ 280,0 | 415 | Erbsen _ 


| 0,061 | 0,009 | 0,051 | 275,0 | 41,5 | Durehschnitt 


0,071 0,012 0,056 270.0 | 41,2  Ernahrung mit polier- 
0,070 0,010 0,060 2700 | 405 tem Reis 
0,070 0,011 0,060 2700 40,0 | 
0,085 0,013 = 0,062 270,55 40,0 | Chronische Entwick- 
| 0,087 0,015 0,070 | 260,0 | 39,8 lungder Krankheit mit 
| 0,075 0,011 0,064 2500 | 39,1 | Lahmungen 
| 0,085 0,014 | 0,071  250,0 | 39,0 
| 
' 


0,075 0,011 = 0,062 | 2300 38.5 | 
0073 0011 | 0,062 2260 385 | 
35 | 0101-0018 0,083 | 200,0 | 37,5 | + am 37. Tage 


| 0,085 | 00135 | 0,070 | — | — | Durchschnitt 


Restbilanz: +0,024. Alkohol-Ather-N-Extraktbilanz: +0,0045. Amino- 
siurebilanz: + 0,019. K6érpergewichtabnahme: 28% in 37 Tagen. Tem- 
peraturabnahme: 9,6% in 37 Tagen. 


Tabelle V. 
Avitaminése Taube Nr. 3. 








Datum und | Alkohols | Amino- _,, | Tempes | 

Tag der | Ather-N: siure — Gewicht | ratur | Bemerkungen 
Krankheit Extrakt | ~ | 
ek oe 0,014 | 0,065 | 300.0 42,0 Vorperiode: Ernah- 
1923 , 0,011 0,060 | 300,0 | 420 rung mit Hafer 
0,012 | 0,063 | 300,0 | 420 


0,012 | 0,063 | 300,0 |4 42,0 | ‘Durchachnite e 


0,009 0,077. 270,0 “418° | ~ Ernébrung mit bei 
0,020 0,079 260.0 | 41 0 (120 bis 130° erhitztem 
0.014 0,075 260.0 41.0 Reis 
0,011 | 0,064 | 250,0 40.0 |i Chronische Form mit 
0,010 | 0,075 220.0 39,0 | Lahmungen und 
0,012 =§=0,081 | 2100 | 385 — | Opistotonus am Ende 
0,010 | 0,072 | 200.0 | 382 
| 0,016 | 0,072 | 200.0 380 | 

| 0,014 0,076 | 1900 | 37,7 | 
0.121 | 0,019 | 0,102 | 1500 | 373 + am 40. Tage 


0,091 | 0013 | 0077 | — | — | Durchschnitt 

















Restbilanz: +0,015. Alkohol-Ather-N-Extraktbilanz: +0,001. Amino- 
sdurebilanz: + 0,014. K6érpergewichtsabnahme: 50% in 40 Tagen. Tem- 
peraturabnahme: 11% in 40 Tagen. 


_ 


Datum 
Tag 
Kranl 


11. 





" 
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Tabelle VI. 
Avitaminése Taube Nr. 4. 





Tempe: 


ul d | r Alkobols« | Aminos |... 
"tein | Rest-N AtherN. pe saci Gewicht | ratur Bemerkungen 
Krankheit | fy | Extrakt | fy aur °C 
riih- 11. 1.1923 0,076 0,014 0,062 300,0 42,0 | Vorperiode: Ernah- 
r und | 0,074 | 0,012 0,062 | 300.0 | 420 | rung mit Hafer 
0075 | 0.012 | 0,063 | 3000 | 42,0 | 


0,075 | 0,012 | 0,062 | 300,0 | 42,0 | Durchschnitt 


0lier- 0,075 0,011 | 0,063 | 300.0 420 Ernahrung mit er- 
0,100 | 0,020 | 0,080 2700 42,0 hitztem Reis bei 120 
0,095 | 0,015 0,080 260.0 | 41,2 | bis 130°. 

wick. j 0,075 | 0,010 0,065 | 250,0 | 41,0 | Progressive Form mit 

it mit , 0,090 0,015 0,075 2200 39,3 |Lahmungen und am 

L 0,090 | 0,015 0,078 210.0 | 39,0 Ende Polyneuritis, 


0,087 | 0,011 0,076 , 200.0 38,6 Opistotonus, 
0,088 | 0,014 0,072 | 200.0 | 38,0 | Karussellbewegungen. 
0,087 | 0,014 0,072 -195,0 | 37,3 


| 0103 | 0,020 _| 0,081 | 150,0 | 38,5 | + am 39. Tage. 
0,089 | 0014 | 0074 — | — | Durchschnitt 
mino- Restbilanz: +0,014, Alkohol-Ather-N-Extraktbilanz: + 0,002. Amino- 
Tem- siurebilanz: +0,012. K6érpergewichtsabnahme: 50% in 39 Tagen. Tem- 


peraturabnahme: 11% in 39 Tagen. 


Tabelle VII. 


Avitaminése Tauben, sporadisch untersucht. 





atum und | ‘| Alkohol- | ino: | s 
Otee. | Rest-N AthenNe anes | Gewicht ben Bemerkungen 
Krankheit | oy | Extrakt | oy oC 
Se ial Wes ROEM Witte EER , 
0066 0013 | 275,0 | 42 Durchschnitt unserer 
Tauben im normalen 
| Zustande, 
20 0,097 0,017 | 220,0 | 39,6 | Polyneuritis. 
20 0,082 0,017 | | 220,0 | 39,7 
bei 20 0,083 0,010 220,0 | 38,1 |Opistotonus,Polyneur. 
item 23 0,100 0,010 , 200,0 | — | Polyneuritis. 
30 0,100 0,020 | — | 38,0 | Opistotonus usw. 
mit 40 0,085 0,013 — 35,5 “ 
d 23 0,085 | 0,009 — 37,7 | Polyneuritis. 
inde 23 0,070 | 0,015 -— 37,7 ‘ 

















Uber Rivanolwirkung. 


Von 


Ernst Bloch und Fritz Schiff. 


(Aus der I. inneren und der Bakteriologischen Abteilung des stiadtischen 
Krankenhauses im Friedrichshain, Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 


Schnitzer und Rosenberg!) haben eine Verstirkung der Rivanol- 
wirkung auf Streptokokken durch Zusatz von Serum festgestellt. Es 
fragte sich, ob dieser Einflu8 des Serums auf ,,bakterizide Krifte“ 
zuriickgefiihrt werden mu8B oder sich physikalisch-chemisch erklaren 
laBt. Folgende Erklarung liegt nahe: Pharmakologisch wirksam sind 
fast nur die Séiuren und Basen, nicht aber ihre Salze. In einer Lésung 
von salzsaurem Rivanol herrscht infolge Hydrolyse saure Reaktion. 
Setzt man zu einer solchen Lésung eine neutral bzw. schwach alkalisch 
reagierende und gut gepufferte Fliissigkeit wie Serum zu, so wird die 
Reaktion nach der alkalischen Seite verschoben, und es bildet sich 
mehr Rivanolbase. LaBt sich nun experimentell zeigen, daB das Rivanol 
nur als Base wirkt, so ware der EinfluB des Serums durch die Ver- 
schiebung der (H’) tatsichlich erklart. 

Fiir Chinin und seine Derivate ist dieser Nachweis von Rona und Bloch?) 
und Michaelis und Dernby*) in der Weise gefiihrt worden, daB das Gift 
bei konstanter Giftkonzentration und variierter (H’') auf verschiedene 
biologische Objekte: Paramiacien, Bakterien, Zellatmung und Fermento, 
wirkte; und es fand sich tibereinstimmend in allen Versuchen steigende 
Wirkung bei steigendem py. 

1. HinfluB von p, auf die antibakterielle Wirkung des Rivanols. 
Wir untersuchten die Wirksamkeit des Rivanols bei variiertem ),, 
auf Staphylokokken und folgten der Arbeitsweise von Michaelis und 
Dernby. Unsere Bouillon enthielt im Liter: 10 g Liebigs Fleischextrakt., 
10g Pepton Knoll, 3g Kochsalz, 2g primires Natriumphosphat. 
Py dieser Bouillon betrug nach dem Sterilisieren 5,2. Es wurden ver- 
schiedene Portionen abgefillt und mit NaOH in steigender Menge 


1) Klin. Wochenschr. 1, 2383, 1922. 
2) Diese Zeitschr. 118, 185, 1921 und 128, 169, 1922. 
3) Zeitschr. f. Immunitatsf. 84, 194, 1922. 
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versetzt. py, der verschiedenen Portionen wurde nach dem Sterilisieren 
mit der kolorimetrischen Methode von Michaelis gemessen, Als Test- 
stamm diente ein aus menschlichem Material geziichteter Staphylo- 
coccus aureus. Von der 24stiindigen Schragagarkultur wurde eine 
(se in 10 cem steriler physiologischer NaCl-Lésung aufgeschwemmt. 

In den einzelnen Versuchen wurden je 4ccm der Nahrbéden in 
sterile Reagenzgliser abgefiillt, frisch sterilisiert, dann je 1 ccm der 
Rivanollésung und ein Tropfen der Staphylokokkenaufschwemmung 
(2-com-Pipette) zugesetzt. Die Roéhrchen kamen fiir 20 Stunden in 
den Brutschrank, Dann wurde die Triibung notiert, je eine Ose auf 
Agarplatten abgeimpft und nach weiteren 24 Stunden das Wachstum 
auf Agar beobachtet. 

In den beiden folgenden Tabellen ist die hemmende bzw. ab- 
tétende Wirkung fallender Rivanolkonzentrationen bei zunehmendem 
Py dargestellt. 


Tabelle I. 
Wachstum von Staphylokokken in Rivanolbouillon bei steigendem p,,. 
c = Rivanolkonzentration des Gemisches. -+ = Bouillon getriibt, 
— = Bouillon klar. Ablesung nach 20stiindiger Bebriitung. 





Pa | st "ooo : | "hoo00 bs | ‘ero | "reo 000 
6,0 | — idee 


Tabelle II. 
Abimpfung von den Bouillonréhrchen der Tabelle I auf Agar. 
Ablesung des Wachstums nach 24stiindiger Bebriitung der Agarplatten. 
++ + = iippiges, + = miaBiges, (+) = spiarliches, — = kein Wachstum. 
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Beide Tabellen zeigen fir alle Rivanolkonzentrationen das An- 
wachsen der Wirkung mit steigendem py. In den stets angesetzten 
Kontrollen zeigte sich kein Einflu8 der (H’) auf das Wachstum der 
Staph ylokokken. 


Die zweite Tabelle la8t erkennen, daB in einem Teil der klar gebliebenen 
Bouillonréhrechen der Tabelle I keine vdllige, sondern nur eine partielle 
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Abtétung bzw. eine Unterdriickung des Wachstums zustande gekomr en 
ist. Die graduelle Abstufung der Wirkung mit der Zunahme von p,, tritt 
hier bei den stairkeren Verdiinnungen besonders deutlich hervor. — fiir 
unsere Fragestellung ist es ohne Bedeutung, daB die Werte fiir die ,,\)- 
totung* nur relativ sind und da bei einer Verscharfung der Versuchs. 
bedingungen, insbesondere bei Heranziehung des Tierversuches, eine ve- 
wisse Verschiebung der Werte eintreten kénnte. Vgl. die Untersuchunyen 
von Siipfle!) und Hahn?). 

2. EinfluB von Serum auf py der Rivanolbouillon und auf dic 
antibakterielle Wirkung des Rivanols. Wenn die Wirkung des zuve- 
setzten Serums entsprechend unserer Hypothese tatsichlich auf einer 
Verschiebung der (H’) beruht, so miiBte sich ein Unterschied zeigen, 
je nachdem der Zusatz zu saurem oder alkalischem Nahrboden erfolct. 
Nur im ersten Falle ware dann Verstarkung der Rivanolwirkung zu 
erwarten; Serumzusatz zu alkalischer Bouillon wiirde dagegen keine 
oder sogar abschwichende Wirkung haben. 

Es wurde zunichst der Einflu8 des Serumzusatzes auf die (H’) 
des Nahrbodens an den Endgliedern der Reihe gepriift. 


Tabelle III. 


EinfluB von Menschenserum und von Rivanol auf die Reaktion von saurer 
und alkalischer Bouillon. 





Po | Pu 
DOG ie SE So 6 ee ee eel eb es | 6,1 8,3 
5cem Bouillon+ leem Serum........... | 5,6 8.0 
5ceem Bouillon + leem Rivanol i, ........ | 6,1 8.3 
4ccm Bouillon + leem Serum + leccem Rivanol !),,,, | 5,6 8,0 
4ccem Bouillon + 2cem Serum ........... | 5,7 7.6 


Serumzusatz verschiebt also p, des sauren sowohl wie des alka- 
lischen Nahrbodens nach der EKigenreaktion des Serums hin. Da diese 
Py 8,3 naher liegt als 5,1, muB dem alkalischen Nahrboden mehr Serum 
zugesetzt werden, um eine deutlich verschiebende Wirkung zu erhalten. 
Rivanol ist ohne Einflu8 auf p,,. 

In den folgenden Versuchen wurde der Einflu8 des Serumzusatzes 
auf die Rivanolwirkung gepriift. Es wurden zwei Reihen angesetzt. 
In der ersten wurden 4ccm Bouillon, 1 ccm sterile physiologische 
NaCl-Lésung und lccem der Rivanollésung, in der zweiten 4 ccm 
Bouillon, 1 ccm steriles Menschehserum und 1 ccm der Rivanollésung 
zusammengegeben. Im iibrigen wurde die beschriebene Arbeitsweisc 
innegehalten, nur mit dem Unterschied, da® fiir die Beurteilung der 


1) Siipfle und Dengler, Arch. f. Hyg. 85, 189, 1916 und folgende 
Arbeiten. 
*) Hahn, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskr. 98, 569, 1922. 
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Rivanolwirkung die Triibung der Bouillon (entsprechend oben Tabelle [) 
nicht herangezogen werden konnte, weil infolge der bekannten eiweif- 
flockenden Wirkung des Rivanols in der zweiten Reihe regelmabig 
Triibung eintrat. Wir beschranken uns deshalb auf eine Wiedergabe 
des der Tabelle II entsprechenden Versuches. 


Tabelle IV. 


Kinflu8 von Serumzusatz auf die Rivanolwirkung bei verschiedenem py. 

Beimpfung von Rivanolbouillon ohne (obere Reihe) und mit Serumzusatz 

(untere Reihe) mit Staphylokokken. Nach 20stiindiger Bebriitung Ab- 

impfung auf Agarplatten, Ablesung des Wachstums auf den Agarplatten 
nach 24 Stunden. 





Rivindiliamateilion Pu 53 f : Pu 62 | PH68 | ' f Pu 83 
NaCl 1: ++ + erat 
Serum + cay at 
NaCl |, +++ +4 - - 
Serum { ‘36000 “ff oe 
NaCl 1 +++ ++ + “~ 
Serum f [150000 | 4.4.4 . 20 Kol. 


o 
NaCl ++ + | 1 Kol. 
+ 21 Kol. 


sera ‘{ss0000 |) 4 4 4 itt | tet 


Die Tabelle IV zeigt Verstdérkung der Rivanolwirkung durch Serum 
bei py 5,3 und 6,2, Abschwichung bei py, 8,3. Erstere laBt sich natur- 
gemaéB nur bei den stirkeren, letztere bei den niedrigen Rivanolkonzen- 
trationen beobachten. Der Versuch mit der Konzentration 1/1999 
wurde wiederholt und von der Bouillon auf Ascitesagar iiberimpft. 


Tabelle V. 


Einflu8 von Serumzusatz bei relativ schwach verdiinntem Rivanol. 
¢ = "/ig900. Versuchsanordnung wie Tabelle IV. Abimpfung von den 
bebriiteten Bouillonkulturen auf Ascitesagar. Ablesung des Wachstums 
auf Ascitesagar nach 24 Stunden. 








Zusatz | - Pu 53  PH62— PH68 Pu7A A Px 83 
NaCl. “ rrr ree ae —- | = 
Serum - | +++ |(4) 5 Kol. | — — _ 

Der Versuch mit der Konzentration 1/5999, wurde wiederholt, 
in der ersten Reihe aber zu 3 ccm Bouillon 2 cem NaCl, in der zweiten 
Reihe zu 3ccm Bouillon 2ccm Serum zugesetzt. 
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Tabelle VI. 


Einflu8 von Serumzusatz bei starker Rivanolverdiinnung. 
cC = "/150000: Wachstum auf Agar. 





Zusatz $2) Pu 5,3 ; PH “ es : Puss 4 sl Pu Za | Pu 83 
ese fer ersreg pererwr ens gene wey Bereta ag eee 
Serum . | +++ yikes, A ee ite aa +++ ++ 


Die Resultate der beiden Versuche sind mit den in Tabelle [\ 
mitgeteilten identisch. In den Kontrollen wurde kein Einflu8 des 
Serums auf das Wachstum der Staphylokokken beobachtet. Wir 
elauben also berechtigt zu sein, den Einflu8 des Serums auf die Rivanol- 
wirkung tatsichlich mit der Verschiebung der (H’) zu erkliren. Dann 
ist auch ohne weiteres die von Schnitzer und Rosenberg!) beobachtete 
Differenz bei Versuchen in vivo und in vitro verstindlich. Bei Ein- 
spritzungen in die Gewebe kann Serum naturgemif keine die (H’) 
verschiebende, also die Rivanolwirkung verstarkende Wirkung haben; 
dagegen kann das SerumeiweiB Rivanol binden und dadurch dic 
Rivanolwirkung abschwichen. 

3. Rivanolwirkung und Oberfléchenaktivitat. Es war von Interesse, 
zu untersuchen, ob die Base und das Salz des Rivanols sich in ihrer 
Oberflachenaktivitat ebenso voneinander unterscheiden, wie dies bei 
den Alkaloiden der Fall ist?). Es wurden Essigsiure-Acetatgemische 
verschiedener (H’) hergestellt und zu je 10 ccm je 1 ccm einer Rivanol- 
lésung 1/1999 zugesetzt. Die Tropfenzahlen der Gemische wurden mit 
der de tet nach Rona und Michaelis bestimmt. 








‘Pu —_|_Tropfenzahl Tabelle VII. 
4 109 Tropfenzahl und p,, der Rivanollésung bei 
: “be Verwendung von Essigsiure - Acetatgemischen. 
7 108 . 


In einem zweiten Versuche wurde mit m/3 Phosphaten gearbeitet. 




















Tabelle VIII. 
Tropfenzahl und | Pa der Rivanollésung bei Verwendung von Phosphat- 
gemischen. 

; Zasemmnensotonng 4 des Gemisches | Tropfenzahl 
5com Rivanol ae + 10 ccm priméres Phosphat . wR ante 17 
5 com mi >» + 5ecm Me ap + 5 ccm 'se- 

RE SONI es os ke bs ce ob ws 117 
5cem Rivanol !/,)5) + 10cem sekundares Phosphat 120 





1) le. 
*) Traube, Pfliigers Arch. 128, 419, 1908 und diese Zeitschr. 54, 307, 
1913; Berrzeller und Csdki, diese Zeitschr. 58, 238, 1913. 
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Trotz der groBen Differenzen der (H’) zeigte sich also keine deut- 
liche Differenz der gemessenen Oberflichenspannungen. Der so haufig 
peobachtete Parallelismus zwischen pharmakologischer Aktivitat und 
Oberflachenaktivitat l4Bt sich bei Rivanol nicht aufweisen. Dies ist 
von Bedeutung fiir die Allgemeingiiltigkeit von ,,Adsorptionstheorien* 
der Giftwirkung. 


Zusammenfassung. 

1. Die Wirkung von Rivanol auf Staphylokokken ist von der (H’) 
des Gemisches abhingig. Mit steigendem p, steigt die Wirkung. 

2. Serumzusatz verstairkt die Rivanolwirkung bei p, 5,3 und 6,2, 
schwicht die Rivanolwirkung ab bei p, 8,3. Die Wirkung des Serums 
\i8t sich durch Verschiebung der (H’) erklaren. 

3. Die Oberflachenspannung von Rivanollésungen wird durch 
Variierung der (H’) nicht beeinfluBt. 
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Uber die Hydrolyse der Eiwei8stoffe mittels verdiinnter Siuren, 
Von 
N. Zelinsky und W. Ssadikow. 
(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 15, Marz 1923.) 


Die Hydrolyse der Eiweifstoffe im Verdauungsapparat der Tiere 
reprisentiert bekanntlich einen dem Wesen nach katalytischen Proze(. 
Uns interessierte die Frage nach den Méglichkeiten der Verwirklichung 
einer katalytischen Spaltung von Proteinstoffen mit rein chemischen 
Hilfsmitteln. 

Es handelte sich in erster Linie um die Auffindung eines passenden 
Katalysators, dessen Wirkung offenbar entscheidend ist, oder um die 
Abanderung der Einwirkungsbedingungen von Siuren oder Alkalien 
wihrend der Hydrolyse. In beiden Fallen erschien es méglich, den 
Eintritt des Gleichgewichts zwischen dem Protein und seinen Spaltungs- 
produkten zu beschleunigen, indem das System Eiweif —» Spaltungs- 
produkte vorwiegend aus letzteren besteht. Verdiinnte Sauren und 
Alkalien k6nnen als Katalysatoren dienen, und es erscheint ihre 
Wirkung im Vergleich zu der von Fermenten besonders giinstig. Bei 
starken Verdiinnungen beschleunigen die Siuren an und fiir sich nur 
sehr langsam die Hydrolyse der Proteine, und selbst im Laufe von 
Monaten und Jahren kommt der Proze8 nicht zu seinem Abschlusi. 

Da der Versuch der Durchfiihrung des hydrolytischen Zerfalls 
der Proteine bei méglichst geringer Siuremenge aus verschiedenen 
Griinden von Interesse erschien, so entschlossen wir uns, die Frage 
eingehender zu untersuchen. 

Die tbliche Methode der EiweiShydrolyse besteht bekanntlich 
darin, daB man den betreffenden Eiweifstoff mit einem bedeutenden 
Uberschu8 konzentrierter Salzsiiure (1,19) wihrend 16 bis 24 Stunden 
und je nach der Natur des Proteins sogar noch linger behandelt, und 
zwar bis zum Verschwinden der Biuretreaktion. Bei der Einwirkung 
25- bis 30proz. Schwefelsiiure ist ebenfalls andauerndes Kochen er- 

forderlich, um vollstiindige Aufspaltung des Proteins zu erzielen. So 
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vertahren noch neuerdings HE. Fischer, E. Abderhalden, T. B. Osborne u. a. 
bei der Darstellung der Hydrolysate von verschiedenen Proteinstoffen. 
Diese Methode ist allgemein verbreitet; die Verwendung solch grober 
Siuremenge hat ihre bestimmten Griinde: die Eiweifbstoffe geben 
nimlich mit den Sauren in Wasser loésliche Saurealouminate, wahrend 
die Endprodukte der Hydrolyse — die Aminosiuren — ebenfalls lésliche 
Additionsverbindungen mit Mineralsiuren reprasentieren. So wird 
auch die herrschende Meinung erklarlich, daB die Hydrolyse sich nur 
bei Anwendung ganz bedeutender Saiuremassen mit Erfolg durchfiihren 
laBt. MiBt man die Siedetemperatur der Lésungen von solchen Siure- 
albuminaten wahrend ihrer Hydrolyse, so stellt es sich heraus, dab 
dieselbe 116 bis 118° betragt und nach beiden Seiten Schwankungen 
ausgesetzt ist, die von der Konzentration der entstehenden sauren 
Lésung und der darin befindlichen Aminosiuren abhingig sind. 

In der Absicht, die hydrolytische Spaltung der Eiweifstoffe in 
Gegenwart sehr geringer Sauremengen durchzufiihren, beschlossen wir 
zu untersuchen, welchen EinfluB die allmahliche Steigerung der Tem- 
peratur auf den Verlauf der Reaktion ausiiben wird. Hierbei stellte 
sich heraus, daB schon geringe Temperaturerhéhungen ausreichen, um 
bedeutende Beschleunigung des Prozesses zu erzielen, d. h. daB der 
Temperaturkoeffizient dieser Reaktion sehr hoch ist. Hiermit war 
die Frage nach der Hydrolyse mittels verdiinnter Sdéuren, aber bei héherer 
Temperatur, gelést. Es geniigt, irgend einen Eiweifstoff oder irgend 
ein Skleroprotein mit 4-, 2-, 1- oder sogar 0,5proz. Salzsiure auf 140 
bis 150° zu erwiirmen, um je nach dem Charakter des Eiweifstoffs 
in kiirzerer oder langerer Zeit (3 bis 6 Stunden) vollstindige Hydrolyse 
und somit auch ein abiuretes Hydrolysat zu erzielen. 

Noch rascher geht die Hydrolyse bei 180° vor sich, so daB man 
im gegebenen Falle schon in 1 bis 3 Stunden zum Ziele kommt. Be- 
achtet man, daB mittels Salzsiure von so grofer Verdiinnung (0,5- 
bis 1proz) und in so kurzer Frist vollstandige Hydrolyse eines Eiweib- 
stoffes zu erzielen ist, so wird es klar, daB iiber den Mechanismus 
der Reaktion selbst keine Meinungsverschiedenheit bestehen kann: 
die hydrolytische Spaltung der Proteinsubstanzen ist eine katalytische 
Reaktion. Wir haben somit allen Grund, die groBen Massen von Mineral- 
siuren bei der EiweiBhydrolyse zu vermeiden, um sich dafiir der ver- 
dimnten Siuren zu bedienen, und zwar bei héherer Temperatur. 

Wir sehen somit, daB man bei einer Erhéhung der Temperatur 
um 100 bis 140° iiber die Temperatur des Tierkérpers und ohne gleich- 
zeitige und bestindige Mitwirkung von Fermenten, lediglich nur in 
Gegenwart kleiner Mengen von Mineralsiure das gleiche Resultat 
erzielen kann. Die unter den von uns angegebenen Bedingungen durch- 
gefiihrte Katalyse der EiweiSstoffe kann bei der Untersuchung der 
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chemischen Zusammensetzung ganzer Organismen angewandt werden. 
Die ganzen Tierkérper gehen in Lésung und geben hierbei ein Gemisch 
von Aminosaiuren und anderen Verbindungen, die das Endprodukt 
der Spaltung simtlicher Organe des Tierkérpers, sowie siamtlicher 
Proteinstoffe desselben darstellen. Alle Bestandteile gehen mit auf. 
fallender Leichtigkeit in Lésung, wobei an der Oberflaiche die un. 
léslichen Produkte der Spaltung, wie die Fettsiuren, Fette, Chol. 
esterin usw. schwimmen. 

Bei stark entwickeltem Knochensystem des der Katalyse unter. 
worfenen Tieres miissen etwas gréBere Salzsiuremengen angewandt 
werden. In diesen Fallen geniigt eine 4proz. Salzsiure; hierbei geht 
auch das Skelett gréBtenteils in Lésung, wihrend ein geringer Riick- 
stand der unldslichen Mineralbestandteile des Tierkérpers zuriickbleibt. 

Ebenso wie man bei der Untersuchung irgend eines Minerals 
dasselbe im zugeschmolzenen Rohre mit einem Uberschu8 von Schwefel- 
siure erwarmt, um das komplizierte Gebilde in einfachere Komponenten 
zu zerlegen und so die Analyse zu erméglichen, gelangen wir auch 
hier bei erhéhter Temperatur, am besten im Autoklaven, zur Des. 
aggregierung des kompliziert zusammengesetzten Tierkérpers und zer- 
gliedern ihn in jene zahlreichen Bausteine organischen und anorga- 
nischen Charakters, die seinerzeit zum Aufbau der einzelnen Organe 
und des ganzen Tierkérpers dienten. 

Die Untersuchung dieses Gemisches von Verbindungen, die bei 
solcher Spaltung ganzer Organismen entstehen, erscheint von hohem 
Interesse; aber gleichzeitig ist zu bemerken, da die Isolierung ein- 
zelner, oft nur in geringer Menge auftretender chemischer Individuen 
aus diesem Gemische mit grofen Schwierigkeiten verbunden ist. 

Wir tiberzeugten uns ferner, daB die vollstindige Hydrolyse der 
Eiweifstoffe auch mittels Ameisenséure ausgefiihrt werden kann, 
welche letztere in gréBeren Konzentrationen anzuwenden ist. Eine 
10proz. Ameisensiure spaltet beim Erwirmen im Autoklaven auf 
180° Stoffe wie Horn, Federn, Kollagen, Cacein, Pferdeblutfibrin. 
Eialbumin erscheint hierbei widerstandsfaihiger, denn selbst nach 
sechsstiindiger Erwirmung weist die Lésung noch eine schwache 
Biuretreaktion auf, und nicht alles geht in Lésung. Erst bei Anwendung 
einer 50proz. Ameisensiurelésung kann bei der angegebenen Tempe- 
ratur vollstaindige Lésung der Produkte der Hydrolyse erzielt werden. 

Auch Essigsdure kann zur Hydrolyse, z. B. von Gelatine, benutzt 
werden, aber die mittels Ameisensiure in 3 Stunden erzielte Hydro- 
lysationsstufe wird hier erst nach 6 Stunden erzielt. 

Die Hydrolyse im Autoklaven mittels verdiinnter Sauren hat 
noch einen Vorzug: die gewonnenen Hydrolysate sind vollkommen 
durchsichtig oder nur schwach gelb gefdrbt. Die Bildung von Humin- 
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substanzen findet hier nicht statt, waihrend unter der Wirkung iiber- 
schiissiger konzentrierter Saéuren die Hydrolysate stets sehr dunkel 
gefiirbt sind und ein Niederschlag von schwarzen Zersetzungsprodukten 
ausfillt. Unsere Arbeitsmethode ist von solchen Nebenprozessen frei. 
Nur die Hydrolysate ganzer Organismen sind schwach dunkel gefarbt 
und hinterlassen nach der Behandlung mit Ather einen Riickstand 
mit einem Stich ins Braune, welcher aus organischer Substanz vor- 
herrschend mit Mineralstoffen besteht. Diese organische Substanz 
reprisentiert offenbar das Zersetzungsprodukt der Kohlehydratgruppe 
der Proteine des Organismus. 

Im folgenden seien einige Beispiele der Hydrolyse von ganzen 
Organismen angefihrt: 


1. Eine Maus von 15g Gewicht wurde im Autoklaven mit 150 cem | proz. 
Salzsiure bis auf 174° im Laufe von 2,5 Stunden erwirmt. Die Fettsiiuren 
sowie weitere unlésliche Spaltungsprodukte werden mit Ather extrahiert; 
der trockene Riickstand von organischen und Mineralsubstanzen wog 0,242 
und hinterlie8 nach dem Gliihen 0,1466 g Asche. Alle iibrigen Spaltprodukte 
des Tierkérpers blieben in Lésung. Bedient man sich hierbei 10proz. 
Ameisensaéure und erwirmt 3 Stunden bis auf 180°, so betragt das Gewicht 
des organisch-mineralischen Riickstandes nach der Behandlung mit Ather 
nur 0,0036 g. Den Grund der eben erwaihnten Differenz im Gewicht des 
Riickstandes sollen weitere Versuche klarlegen. 

2. Ein Meerschweinchen von 543,5 g Gewicht wurde in Gegenwart von 
1000 cem 1,5proz. Salzséure bei 180° im Laufe von 3 Stunden hydrolysiert. 
Der unlésliche Riickstand wurde mit Petrolaither extrahiert; nach der 
Verdampfung desselben hinterblieben 43,2 g (Fett, Fettsiuren, Cholesterin). 
Dies alles wurde mit Alkali unter Erwirmen behandelt, und zwar behufs 
Verseifung etwa vorhandenen Fettes; aus der alkalischen Lésung wurden 
die Sauren ausgeschieden und in Vakuum iberdestilliert. Es resultierten 
33,5 g Fettsiuren, die véllig farblos waren und zu einer kristallinischen 
Masse erstarrten. 

3. Kaninchen, 1899,5 g, Wasser (2000 g) und 120 cem Salzsiure (1,19); 
Erwarmung 3 Stunden bis 180°. Vollstandige Auflésung der Proteinmassen 
des Organismus und im tibrigen das bereits oben beschriebene Bild. 

4. Katze, 4068 g; die Autoklavenhydrolyse wurde mittels 2000 ccm 
1,35proz. Salzsiture im Laufe von 6 Stunden ausgefiihrt. Der unlésliche 
Riickstand ergab nach dem Erschépfen mit Ather 335 g organischer Sub- 
stanzen, d. h. 8,7% vom Kérpergewicht des Tieres. Der in Ather unlésliche 
Teil betrug 35g, von denen 15g in Methylakohol léslich waren, wobei 
auch eine gewisse Menge der Aschenbestandteile mit aufgenommen wurde, 
wihrend die riickstaéndigen 20g Mineralsubstanzen in Alkohol unléslich 
waren. 

Der aitherische Auszug wurde mit 900 cem 10proz. Kalilauge verseift; 
die resultierende Masse erstarrt zu einer in Alkohol schwer léslichen Gallerte, 
die aber auf Zusatz von Wasser ganz in Lésung geht. Nach Ansauerung 
wurden die organischen Saéuren und andere Verbindungen in Ather auf- 
genommen und nach Entfernung des letzteren im Hochvakuum (1 mm) 
destilliert. Ins Destillat ging bei 270 bis 310° fast der ganze Kolben- 
inhalt iiber, wobei er zu einer kristallinischen Masse erstarrte. 
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Wir unterwarfen der Hydrolyse auch andere Organismen: Fréscjic, 
Fische, sowie einzelne Tierorgane, z. B. das Herz eines Kalbes, und erzie|tey 
stets dasselbe Resultat, naimlich vollstindige Spaltung der Proteinmassen, 

Die Anwendung verdiinnter Siuren bei der Hydrolyse von Eiweil}- 
stoffen verspricht in Zukunft, und namentlich nach eingehender Unter. 
suchung, neues Material zu geben, welches fiir die Chemie der Protcine 
von Nutzen sein kann. Solche Hydrolysate enthalten, wie wir uns 
iiberzeugten, unter den Spaltprodukten aufSer Aminosiuren auch 
Polypeptidformen, sowie eine bedeutende Menge verschiedener Anhydrid 
(Diketopiperacine). 

Zuletzt méchten wir noch darauf aufmerksam machen, dak dic 
nach unserer Methode gewonnenen Hydrolysate von ganzen Organismen 
einen der vollwertigsten Nahrboden fiir Mikroorganismen reprisentieren, 
so daB sie auch fiir die Methodik der bakteriologischen Forschung von 
Bedeutung sein kénnen. 
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Beitrige zur Kenntnis 
der physiologischen Wirkung der proteinogenen Amine. 


VII. Mitteilung. 
(ber den Einflu8 des Dijodtyrosins, des Dijodtyramins und des Hordenins 
auf den Gaswechsel. 
Von 
J. Abelin. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 16. Marz 1923.) 
Mit 5 Tabellen im Text. 


In fritheren Mitteilungen wurde berichtet, da8 Dijodtyrosin und 
Dijodtyramin die Metamorphose von Froschlarven in ahnlicher Weise 
wie die Schilddriisenstoffe beschleunigen?). Es lag nun die Veranlassung 
nahe, zu priifen, ob diese Stoffe auch die anderen charakteristischen 
Thyreoideawirkungen besitzen, in erster Linie den Einflu® auf den 
Stoffwechsel des Warmbliiters. Versuche an Ratten nach der Methode 
von Haldane haben ergeben, daB im Gegensatz zu den Schilddriisen- 
stoffen weder Dijodtyramin noch Dijodtyrosin den Gaswechsel der 
Tiere erhédhen. Eine Gegeniiberstellung der Wirkung des Tyramins, 
des Dijodtyramins und des Dijodtyrosins ergibt nun folgendes Bild. 
Tyramin, subkutan einverleibt, erhéht den Stoffwechsel des Warm- 
bliiters, tibt aber auf die Metamorphose der Froschlarven eine relativ 
geringe Wirkung aus. Dijodtyramin und Dijodtyrosin beschleunigen 
die Larvenumbildung, sind aber ohne EinfluB auf den Gaswechsel. 
Mit anderen Worten, die Jodierung hat die beschleunigende Wirkung 
des Tyramins auf die Umbildung der Amphibienlarven verstarkt, die 
Wirkung auf den Stoffwechsel aber aufgehoben. Letztere Tatsache ist 
nicht ohne Interesse. Dijodtyramin hat im Gegensatz zum Tyramin 
eine sehr viel geringere sympathomimetische Wirkung, und darauf ist 
wahrscheinlich seine Wirkungslosigkeit im Stoffwechselversuch zuriick- 
zufiihren. Dieser Befund liefert einen weiteren Anhaltspunkt fir die 
engen Beziehungen zwischen der Stoffwechselwirkung und der vegetativ 
erregenden Funktion einer Substanz (vgl. Mitt. V). 


1) Diese Zeitschr. 102, 1920; 116, 1921; Pfliigers Archiv 198, 151. 
Biochemische Zeitschrift Band 138. ll 
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Man ersieht nun wieder, wie kompliziert und mannigfach dic 


Schilddriisenwirkungen sind und wie schwierig es ist, all diese Wir. 
kungen in einem einzigen, einfach gebauten Stoff zu vereinigen. Avch 
mit dem Thyroxin von Kendall sollen sich nicht alle Schilddriisen. 
wirkungen erzielen lassen. Und die Gesamtleistung der Nebenniecre 
ist auch nicht nur an das Adrenalin gekniipft. 


Versuche mit Dijodtyramin und Dijodtyrosin. 


Da Dijodtyramin in héheren Konzentrationen giftig wirkt, so wurde 
zuerst die Wirkung kleinerer Mengen dieses Stoffes studiert. Das Praparat 
wurde subkutan einverleibt. Wie Tabelle I zeigt, lieB sich keine Erhéhung 
des Gaswechsels feststellen. Der Mittelwert der Normalperiode betragt 2,70 
CO, und 2,60g O, pro Kilo und Stunde. Nach mehrmaliger Injektion von Di- 
jodtyramin betragen die Werte 2,83 g CO, und 2,67 g O,, also praktisch 
keine Veranderung. Erwiahnenswert ist die einmalige ziemlich betrachtliche 
Zunahme des Gaswechsels einige Zeit nach Injektion von 20 mg _ Dijod. 
tyramin (vgl. Versuch Nr. 734). Diese Erhéhung klang aber rasch ab, und 
nach 2 Tagen finden wir den Gaswechsel auf der urspriinglichen Hohe. 

In den Versuchen Nr. 736 bis 753 wurde die Wirkung des Dijodtyr-. 
amins bei der Eingabe per os studiert. Es konnten dabei erheblich gréBere 
Mengen des Praparats einverleibt werden. Eine Erhéhung des Gaswechsels 
trat nicht ein. Es lat sich sogar im Gegenteil eine gewisse Senkung der 
Kohlenséiureausscheidung und des Sauerstoffverbrauches _ feststellen. 
Man findet diese Erscheinung nicht selten bei langer dauernder Eingabe 
vieler organischer Jodverbindungen. Auch die Abnahme des Ko6rper- 
gewichts, die einer Erhdhung des Gaswechsels parallel geht, fehlt in diesem 
Versuch. 

Mit Dijodtyrosin wurden ebenfalls zwei Versuchsserien ausgefiihrt, 
die ein tibereinstimmendes Resultat ergeben haben. Die Mittelwerte 
der Normalperioden und der Versuchsperioden bleiben auf gleicher Hohe. 
In Tabelle III finden wir als Mittelwert der Normalperiode eine Kohlen- 
sdiureausscheidung von 3,14 g und einen O,-Verbrauch von 3,03 g pro Kilo 
und Stunde. Nach mehrmaliger Darreichung von Dijodtyrosin betragen 
die Mittelwerte 3,02 g CO, und 2,97 g O,, also, kein nennenswerter Unter- 
schied. Auch die Mittelwerte der Normal- und der Dijodtyrosinperiode 
der Tabelle IV sind iibereinstimmend: 3,07 g CO, und 2,95 g O, pro Kilo 
und Stunde, 3,04 g CO, und 2,95 g O, pro Kilo und Stunde. 


Versuche mit Hordenin. 


Dem Tyramin chemisch nahe verwandt ist das Hordenin, ein an der 
Aminogruppe zweifach methyliertes Tyramin: 


HO.C,H,.CH,.CH,.N(CH,)». 


In der V. Mitteilung (diese Zeitschr. 129, 22) wurde berichtet, dal 
man bei peroraler Zufuhr geringer Mengen von Tyramin und Phenylathy|- 
amin eine Erniedrigung des Gaswechsels erzielen kann. Auch fiir das 
Adrenalin konnte dort festgestellt werden, daB es je nach der Darreichungs- 
weise den Stoffwechsel verschieden beeinfluBt. Bei subkutaner Injektion 
tritt eine starke Erhéhung, bei peroraler Zufuhr dagegen eine Senkung des 





Wirkung des Dijodtyramins auf den Gaswechsel der Ratte. 


Tabelle I. 
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Gaswechsels ein. In den Versuchen 785 bis 796 wurde Hordeninsu!fa; 
zum gro8ten Teil per os eingegeben, nur gegen Ende des Versuches wurde 
es zweimal eingespritzt. Die bekannten Erscheinungen der Sympathicus. 
reizung waren nach Hordeninzufuhr viel schwicher als nach Tyramin. 
einverleibung. Vergleicht man die Mittelwerte der Normal- und der Hordenin. 
periode, so findet man in letzterer eine gewisse Herabsetzung des Gaswechsels: 
Mittelwert der Normalperiode 3,50 g CO, und 3,37 g O, pro Kilo und Stunde, 

‘i », Hordeninperiode 3,16 gC O, und 3,12g 0, pro Kilo und Stunde. 

Der Unterschied wird noch deutlicher, wenn man die Zahlen zu Beginn 
und gegen Ende des Versuches miteinander vergleicht. Man sieht aus den 
Versuchen 792, 794, 795, 796, daB es sich nach Hordeninzufuhr um recht 
betrachtliche Abnahmen der CO,-Ausscheidung und des O,-Verbrauchies 
handelt. 


Zusammenfassung. 

Dijodtyramin und Dijodtyrosin haben keinen Einflu8 auf den 
Gaswechsel und zeigen auch im Gegensatz zum T'yramin eine sehr 
geringe sympathomimetische Wirkung. 

Die perorale Zufuhr von Hordenin (@-Dimethyltyramin) rief eine 
Abnahme des Gaswechsels hervor. Ahnlich wirkte in friiheren Ver- 
suchen die perorale Eingabe von Adrenalin oder von kleineren Mengen 
Tyramin und Phenylathylamin. 
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Uber das Verhalten 
der wirksamen Schilddriisenstoffe im tierischen Organisnius. 


Von 
J. Abelin. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 16. Marz 1923.) 


Mit wenigen Ausnahmen erleiden die meisten aufgenommenen 
Stoffe innerhalb des tierischen Organismus vielseitige chemische Ver- 
inderungen. Der chemische Eingriff in das urspriingliche Molekil 
kann in zahlreichen Fallen so weit gehen, da8 der Ausgangsstoff und 
das Endprodukt vollstiindig verschieden konstituiert sind. Als Beispiel 
mége der Ubergang der Kohlehydrate und Fette in CO, und H,O 


oder die Umbildung von Eiweif in Harnstoff dienen. Bei einer grofen 
Reihe von Verbindungen geht die chemische Umwandlung nicht so 
weit. So finden wir z. B. bei den Verbindungen der zyklischen Reihe 
hiufig nur relativ geringe Verinderungen. Hier begniigt sich der 
Organismus oft mit der Einfiihrung oder dagegen der Abspaltung 
dieser oder jener, meistens endstindigen Atomgruppierung. Das aus- 
geschiedene Endprodukt lat dann noch seine nahe chemische Ver- 
wandtschaft zum urspriinglichen Molekiil erkennen. Wir besitzen 
eine groBe Reihe von Beobachtungen, die uns vielfach gestatten, die 
Veriinderungen, welche eine bekannte chemische Verbindung im Orga- 
nismus erfahren wird, vorauszusagen. Auch umgekehrt kann man 
manchmal aus der Natur des in den Ausscheidungen aufgetretenen 
Endproduktes auf die Natur des umgewandelten Stoffes schlieBen. 
Das Studium der im Organismus stattgefundenen Umwandlungen 
kann daher besonders bei Stoffen mit unbekannter chemischer Kon- 
stitution, wie z. B. bei vielen innersekretorischen Produkten, von 
besonderem Interesse sein. Die Zahl der in dieser Richtung durch- 
gefiihrten Untersuchungen ist leider nicht groB. Was z. B. im Orga- 
nismus aus den eingefiihrten oder aus den normalerweise im Kérper 
selbst gebildeten Schilddriisenstoffen wird, wo und wie sie abgebaut 
oder abgelagert werden, wissen wir nur unvollstindig. Untersuchungen 
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dieser Art werden in erster Linie dadurch erschwert, daB uns die che- 
mische Konstitution der Schilddriisenstoffe unbekannt ist. AuBerdem 
besaBen wir bis zuletzt gar keine Methoden, um ganz geringe Schild. 
driisenmengen einwandfrei nachzuweisen. Erst vor relativ kurzer Zeit 
fand die Gudernatsche Reaktion allgemeine Verbreitung. Sie ist in 
der Tat sehr empfindlich und laBt selbst Mengen von 1 : 100000 deutlich 
erkennen. Es schien mir daher gerade diese Reaktion fiir die Ver- 
folgung des Schicksals der Thyreoideastoffe im Organismus geeignet 
zu sein. Die Versuchsanordnung war folgende. Weife Ratten wurden 
mit gréBeren Mengen von Schilddrisentabletten Burroughs Wellcome 
gefiittert. Kontrollratten erhielten Jodkaliumlésung, zum Teil sub- 
kutan, zum Teil per os. Nach 8 Tage langer Fiitterung wurden dic 
Tiere durch Képfen getétet. Das Blut wurde defibriniert und samt 
dem Fibringerinnsel bei 30° getrocknet. Unmittelbar nach dem Tode 
wurden Leber, Milz, Niere, Gehirn herausgenommen, zerkleinert und 
ebenfalls bei 30° getrocknet. Die trockenen Organe sowie das Blut 
wurden Froschlarven verfiittert. 

‘Wahrend der Fiitterung mit Schilddriise wurde in einigen Ver- 
suchen auch der Harn der Tiere taglich gesammelt und auf seinen 
Gehalt an wirksamen Schilddriisenabbauprodukten an Froschlarven 
gepriift. Der nahere Verlauf der Versuche geht aus nachfolgenden 
Protokollen hervor. 


Versuche mit Schilddriisenfiitterung. 
I. 
Zu den Versuchen dienten drei weiBe Ratten ; jedes dieser Tiere erhielt am 
4. Mai 1921 0,324g Thyroid Wellcome per os 


6. 99 1921 0,48 g ” ” .> 
1. «Me Beg je iT vs 
9. PT} 1921 0,80 g ” ” er) 
10. ,, 1921 0,80g re » 1 
ll. 9 1921 0,80 g or ” rr) 


Im Laufe einer Woche wurden also jedem Tier insgesamt 3,84 eines 
der wirksamsten Schilddriisenpraparate verfiittert. Am 13. Mai morgens 
werden die drei Ratten durch Koépfen getétet. Das Blut jeder Ratte wird 
defibriniert und bei 30° getrocknet. Auch die Leber, die Milz, das Gehirn 
wurden bei 30° getrocknet. 

Zu den Froschlarvenversuchen dienten Serien von je sechs Eskulenta- 
larven. 

Verfiitterung des Blutes der mit Schilddriise ‘behandelten Ratten. 

Fiitterungsdauer: 14 Tage, Beobachtungsdauer: 3 Wochen. Es trat keine 
schilddriisendhnliche Wirkung ein: die Kaulquappen blieben im larvalen 
Stadium und zeigten geringe Unterschiede gegeniiber den Kontrollarven. 

Verfiitterung der Leber der mit Schilddriise behandelten Ratten. 

Fiitterungsdauer: 14 Tage, Dauer der Beobachtung: 3 Wochen. Keine 
Metamorphose. 
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Mit dem gleichen Lebermaterial wurden Eskulentalarven auch im Jahre 
1922 behandelt. Der Versuch begann am 28. Juni 1922. Fiitterungstage: 
28. und 30. Juni, 2., 3., 4., 5., 6. 7., 8, 9, 10., 11., 12. Juli. Keine Schild- 
driisenwirkung. : 

Milz. Sechs Eskulentalarven. Fiitterungstage: 28. und 30. Juni, 2., 3., 
4, 5., 6, 7., 8. 9., 10. Juli 1922. Keine Metamorphose, typische Larven. 

Gehirn. Sechs Eskulentalarven. Fiitterungstage: 28. und 30. Juni, 
2, 3., 4, 5., 6, 7., 8, 9., 10. Juli 1922. Keine schilddriisenihnliche 
Wirkung, keine Metamorphose. 


Il. 


Im Sommer 1922 wurde der Fiitterungsversuch mit Schilddriise wieder- 
holt. Eine mannliche weiBe Ratte, die 110g wog, erhielt am 


. Juli 1922 0,324g Thyroid Gland .Wellcome 
1922 0,324g 9 ; 
1922 0,400g 
1922 0,480¢ 
1922 0,324¢g 
1922 0,480¢ 
1922 0,640g 


Insgesamt erhielt das Tier im Laufe einer Woche 3,0 g Thyroid Gland. 
Die iiblichen Symptome der Schilddriisendarreichung (Abmagerung, 
vermehrte Harnabsonderung, gréBere Lebhaftigkeit) waren in diesem Falle 
sehr ausgesprochen. 

Wahrend der Schilddriisenfiitterung wurde die Tagesmenge des Harns 
gesammelt und den Froschlarven zugesetzt. Bei dieser Harnpriifung muBte 
vermieden werden, dai etwa Futterreste, die mit dem Schilddriisenpraparat 
vermengt waren, in die Harnschale kommen. Es wurde daher so verfahren, 
daB8 die Ratte das Futter + Schilddriise in einem besonderen Kafig erhielt 
und erst darauf in den Kafig mit der darunter befindlichen Harnschale kam. 


Priifung des Harns der mit Schilddriise gefiitterten Ratte. 

Zu dem Versuche dienten acht Eskulentalarven, die sich in einem 
Glasgefi8 mit 250 com Wasser befanden. Dem Wasser, das taglich erneuert 
wurde, wurde dann der Harn vom I11., 12., 13., 14., 15., 17. Juli zugesetzt. 
Die Tiere wurden bis zum 15. August beobachtet, es trat keine Meta- 
morphose ein. 

Am 18. Juli wird das Tier durch K6épfen getétet. Das Blut wird defi- 
briniert und bei 30° getrocknet. Leber, Milz und Niere werden zerkleinert 
und ebenfalls bei 30° getrocknet. 


Pritfung des Blutes. Sechs Eskulentalarven wurden in ein GefaiB mit 
200 com Wasser gebracht und dem Wasser am 18., 19., 21., 24., 27., 29. Juli, 
2., 4., 8. und 11. August kleine Mengen des getrockneten Blutes zugesetzt. 
Die Metamorphose trat nicht ein. Es konnte aber eine auffallende Erscheinung 
festgestellt werden, die darin bestand, da®B sich die Haut vom Ko6rper 
trennte. Die Tiere befanden sich in einem, man méchte sagen Auflésungs- 
stadium; im GefiB schwammen einzelne ziemlich dicke Gewebsfetzen 
herum. Am 4. August waren drei Tiere tot, am 15. August starben die 
iibrigen Tiere. Bei der Verfiitterung des Blutes anderer mit Schilddriise 
gefiitterter Ratten konnte diese Erscheinung nicht beobachtet werden. 
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Priijung der Leber. Acht Eskulentalarven. Fiitterungstage mit Le} or. 
18., 19., 21., 24., 27., 29. Juli, 2., 4., 8. und 11. August. Am 4. August stirbt 
ein Tier, am 11. August sterben noch zwei Tiere. Eine Metamorphose konnte 
nicht festgestellt werden. 

Priijung der Milz. Sechs Eskulentalarven, 200 cem Wasser. Die ve. 
trccknete Milz wurde den Larven am folgenden Tagen verfiittert: am 
18., 19., 21., 24. Juli. Die Tiere wurden noch bis zum 15 August beobachitet, 
es war keine Metamorphose festzustellen. 

Priifung der Niere. Acht Eskulentalarven, 250 cem Wasser. Das 
trcckene Nierenpulver wurde zugesetzt am: 18., 19., 21., 24., 27., 29. Juli, 
2., 4. und 8. August. Die Tiere wurden bis zum 15. August beobachtet, 
es trat keine Metamorphose ein. 


Versuche mit Jodkalium. 


Dieser Versuch dient als Kontrolle zu dem Schilddriisenfiitterungs. 
versuch vom Mai 1921. Diese Ratte erhielt taglich ebensoviel Jod in Form 
von Jodkalium, wie die andere Ratte in Form von Schilddriise. Es wurden 
einverleibt am 


4. Mai 1921 20mg KJ per os (= 0,015¢ J) 
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Insgesamt erhielt das Tier 0,330g KJ, entsprechend 0,233 g Jod. 
Am 14. Mai wird das Tier getétet. Blut, Leber und Milz werden bei 30° 
getrocknet. Sowohl das Blut wie die Leber wurden im Laufe des Sommers 
1921 Eskulentalarven verfiittert. Jede Serie wurde 3 Wochen lang beob- 
achtet, es trat keine Metamorphose ein. Im Sommer 1922 wurden die 
Fiitterungsversuche wiederholt. Zu den Versuchen dienten drei Serien 
von je sechs Eskulentalarven. Die eine Serie erhielt das Blut, die zweite 
die Leber und die dritte die Milz. Die einzelnen Praparate wurden an folgen- 
den Tagen verfiittert: am 28. und am 30. Juni, am 2., 4., 5., 7., 9., 11. und 
12. Juli 1922. In allen drei Serien war eine schilddriisendhnliche Wirkung 
nicht festzustellen. Die alletmeisten Tiere hatten am Schlusse des Versuches 
(14. Juli) noch ein typisches larvales Aussehen. Nur zwei der mit der 
Leber gefiitterten Larven haben metamorphosiert, aber in vollkommen 
normaler Weise: die Tiere hatten noch einen langen Schwanz, die Vorder- 
beinchen waren gut ausgebildet, die Abmagerung war auch nicht abnorm, 
wahrend bekanntlich unter dem Einflusse von Schilddriise die Larven- 
umbildung ganz anders verliuft: der Schwanz wird vorerst resorbiert, 
die Vorderbeinchen sind meist sehr zart usw. 


Jodbestimmung in der Leber. Da das gesamte getrocknete Lebermaterial 
den Kaulquappen verfiittert wurde, muBten die Jodbestimmungen an den 
Lebern anderer Ratten ausgefiihrt werden. Eine Ratte erhielt im Laufe 
von 7 Tagen 0,530 g Schilddriisentabletten von Borroughs Wellcome, ent- 
sprechend 26,5 mg Jod. In der Leber konnte nach der Methode von Bau- 
mann kein Jod nachgewiesen werden. Eine andere Ratte erhielt im Laufe 
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yon 9 Tagen 0,65 g Schilddriisentabletten, entsprechend 32,5 mg Jod. Die 
leber war jodfrei. (Die Jodbestimmungen erfolgten nach der Methode 
yon Baumann). 

Das Ergebnis all dieser Versuche ist ‘also eindeutig und itiberein- 
timmend: weder das Blut noch die Organe‘oder der Harn von mit Schild- 
jriise oder mit Jodkalium gefiitterten Ratten vermégen die Metamorphose 
jer Froschlarven zu beeinflussen. 

Wir miissen uns vorerst fragen, welche Schilddriisenstoffe wir 
nit Hilfe der Gudernatschen Reaktion nachweisen. Untersuchungen 
verschiedener Forscher, sowie eigene langjahrige Beobachtungen 
yrechen dafiir, daB die beschleunigte Metamorphose der Froschlarven 
durch den jodhaltigen Bestandteil der Schilddriise ausgelést wird. Es 
ist mir bis jetzt kein jodfreier Korper bekannt, der auf die Kaulquappen- 
metamorphose ebenso wie die Schilddriisenstoffe wirkt. Nur Herzfeld 
und Klinger) geben an, da in ihren Versuchen auch solche Schild- 
drisenextrakte, in welchen auf chemischem Wege kein Jod nach- 
gewiesen werden konnte, die Umwandlung der Froschlarven zu be- 
schleunigen vermochten. Es mu® aber beriicksichtigt werden, dai 
die Gudernatsche biologische Methode bedeutend empfindlicher ist als 
die rein chemischen Jodbestimmungen. Es liegt daher meines Erachtens 
vollkommen im Bereiche der Méglichkeit, daB Schilddriisenausziige, 
in welchen mit Hilfe von chemischen Methoden kein Jod nachzuweisen 
ist, doch so viel organisch gebundenes Jod enthalten kénnen, um die 
Umbildung der Froschlarven zu beeinflussen. Es wiirde sich hier, 
kurz gesagt, um eine Unterschiedsempfindlichkeit zweier Reaktionen 
handeln, wobei, wie so oft, die biologische Reaktion die empfindlichere 
ist. Solange daher keine weiteren Beweise fiir die Wirksamkeit jodfreier 
Schilddriisenfraktionen erbracht werden, miissen wir annehmen, dab 
die jodhaltigen Schilddriisenbestandteile die Trager der Gudernatschen 
Reaktion sind. Die Bedeutung des Jods geht wohl am deutlichsten 
aus der neuerdings festgestellten Tatsache hervor, da es gelingt, 
durch subkutane Injektionen von Lugolscher Lésung beim Axolotl 
eine typische Metamorphose zu erzeugen (J. Abelin und N. Schein- 
finkel, Pfliigers Arch. 198, 151). 


Ich habe wochen- und monatelang Normalserum verschiedener 
Tiere Froschlarven verfiittert, ohne irgend ein Zeichen einer schilddrisen- 
ihnlichen Wirkung gesehen zu haben. Das normale Blut soll nach 
den Untersuchungen von Blum und Griitzner*) kein organisch ge- 
bundenes Jod enthalten. Wir sehen aber, daB es, selbst bei Zufuhr 
groBer Mengen hochwirksamer Schilddriisensubstanz, nicht gelingt, die 


1) E. Herzfeld und R. Klinger. Schweiz. med. Wochenschr. 1920, S. 27. 
*) F. Blum und R. Griitzner, Zeitschr. f. phys. Chem. 91, 450, 1914. 
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jodhaltigen, die Larvenumbildung beeinflussenden Stoffe im Blute 
aufzufinden. 

Die Beobachtungen an den Froschlarven stehen mit den Acecto. 
nitrilversuchen von Lussky') in gutem Einklang. Lwussky fiitterte 
Miause mit Blut von Menschen und Tieren, welche langere Zeit hindurch 
getrocknete Schilddriise erhielten. Die Miuse zeigten keine Resistenz. 
erhéhung gegeniiber Acetonitril. 

Zu erwihnen ist noch, daB Higer?) mit dem Plasma von mit Schild. 
driise gefiitterten Ratten eine Verstiirkung der vasokonstriktorischen 
Adrenalinwirkung erzielen konnte. Ob es sich dabei um die gleichen 
Stoffe handelt, welche an der Froschlarvenmetamorphose oder an der 
Acetonitrilreaktion beteiligt sind oder nicht, laBt sich nicht sagen. 

Die Befunde der vorliegenden Arbeit fiithren noch zu folgender 
Fragestellung: Nach Verfiitterung von relativ so groBen Mengen 
eines unserer wirksamsten Schilddriisenpriparate (Tabletten von 
Burroughs Wellcome) war die Schilddriisenwirkung bei den Ratten 
(auf Stoffwechsel, Harnabsonderung usw.) sehr deutlich ausgesprochen. 
Der Schilddriisenstoff lie8 sich aber mit der allerfeinsten biologischen 
Methode weder in den KGrperflissigkeiten, noch in den Kérperorganen 
nachweisen. Wie ist dies zu erklaren ? Besteht tiberhaupt im Organismus 
eine direkte Beziehung zwischen der Menge der zirkulierenden Schild- 
driisenstoffe und der Intensitat der Schilddriisenwirkung? Diese Frage 
gilt natiirlich nicht nur fiir die Schilddriisenprodukte, sondern auch 
fiir die Wirkung sehr vieler Verbindungen. Sie lat sich auch nicht 
einheitlich beantworten. Es gibt Faille, wo die Wirkung an die An- 
wesenheit des fraglichen Stoffes gebunden ist. Ein typisches Beispiel 
ist die Narkose. Andererseits sind Vorgiinge bekannt, wo auch nach 
dem Verschwinden des wirksamen Molekiils die Wirkung noch lange 
bestehen bleibt. Hier kénnte man als eines der Beispiele die wirk- 
samen Schilddriisenstoffe anfiihren. Verfiittern wir einem Tiere selbst 
gréBere Mengen von Schilddriise, so tritt die Stoffwechselwirkung 
erst mehrere Tage nach dem Beginn der Darreichung auf. Der Stoff 
war also da, der Effekt aber noch nicht. Umgekehrt: héren wir mit 
der Schilddriisenzufuhr auf, so bleibt der erhdhte Stoffumsatz noch 
wochenlang bestehen®). Man kénnte in diesen Fallen denken, die zu- 
gefiihrten Schilddriisenpriparate wirken auf die Thyreoidea des Tieres. 
Die Schilddriise kénnte durch die Priparate angeregt werden und 
cann lange Zeit hindtrch fortfahren, das Sekret in erhéhter Menge 
zu liefern. Dies Argument ist aber kaum stichhaltig, denn die Schild- 


1) H. O. Lussky, Amer. Journ. of Phys. 30, 63, 1912; vgl. Biedl, Innere 
Sekretion, 3. Aufl., 1916, Teil 1, S. 320. 

*) M. Eiger, Zeitschr. f. Biol. 67, 264, 1917. 

3) Vgl. J. Abelin, diese Zeitschr. 101, 197. 
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driisenprodukte erweisen sich auch am schilddriisenlosen Tiere sehr 
wirksam, oft noch wirksamer als am Normaltiere. Wir diirfen daher 
annehmen, da wir bei den Schilddriisenstoffen zum Teil mit wn- 
mittelbaren, zum groBen Teil aber auch mit mittelbaren, nicht jeweils 
an das Vorhandensein des Molekiils selbst gekniipften Wirkungen zu 
tun haben (Wirkung auf das Nervensystem, Muskeltonus usw.). Und 
bei den vielen Methoden, die zum Nachweis der wirksamen Schilddriisen- 
substanzen benutzt werden, mu8 man sich daher fragen, ob wir jeweils 
den Schilddriisenstoff oder die Schilddriisenwirkung nachweisen. Eine 
Identifizierung dieser beiden Begriffe scheint mir gerade bei der Schild- 
driisenfrage gefihrlich zu sein. Sind doch all die gebrauchlichen Me- 
thoden biologischer und nicht chemischer Natur! 


Zusammenfassung. 

WeiBe Ratten wurden 1 Woche lang mit gréBeren Mengen hoch- 
wirksamer Schilddriisenpriparate gefiittert. _ Weder im Blute, noch 
in den Organen (Leber, Milz, Niere, Gehirn) oder im Harn dieser 
Tiere lieBen sich diejenigen Schilddriisenbestandteile auffinden, welche 
normalerweise die beschleunigte Metamorphose von Froschlarven hervor- 
rufen. In der Leber von mit Schilddriise gefiitterten Ratten lieB sich 
kein Jod nachweisen. 














Adsorption und Arzneimittel -Verteilung im Organismus. 
Von 
E. Keeser. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 19. Marz 1923.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei der elektropolaren Adsorption besitzen das Adsorbens und 
das Adsorbendum den Charakter einer Base oder Séure. Ist das Ad- 
sorbens ein Ampholyt, so verhalt es sich je nach seiner Aufladung als 
Saure oder Base. Da ferner die Adsorbierbarkeit der H'- bzw. OH’. 
Ionen der der edelsten Metallionen und gewisser organischer Basen 
und Sauren gleichkommt, so ist es méglich, ein ampholytisches Ad- 
sorbens in geeigneten Pufferlésungen willkirlich stark mit H’- bzw. 
OH’-Ionen aufzuladen. Auf diese Weise erhalt man ein so wirksames 
polares Adsorbens, da®B Art und Starke seiner elektrischen Ladung 
die Adsorbierbarkeit der zu untersuchenden Stoffe nachweisbar be- 
einfluBt. 

Freundlich und Poser (1) fanden, da8 Fasertonerde (positiv) Morphin- 
ehlorid, Coffeinchlorid und Strychninnitrat in meBbarer Form nicht auf- 
nimmt, Bolus (negativ) diese Stoffe sehr stark adsorbiert und an der elek- 
trisch neutralen Blutkohle zwar eine Bindung stattfindet, indes unter- 
scheiden sich die adsorbierten Mengen so wenig, da8 von einer Adsorption 
im Sinne der Isotherme nicht gesprochen werden kann. 

Da sich Fasertonerde, Bolus und Kohle nicht nur in ihrer Ladung, 
sondern auch in ihrer Adsorptionsfahigkeit unterscheiden, wahlte ich 
als Adsorbens elektrisch neutrale Blutkohle, um méglichst gut ver- 
gleichbare Werte zu erreichen. Auf diese Weise erhielt ich in den ent- 
sprechenden Pufferlésungen ein so starkes Acidoid bzw. Basoid, dab 
der Verlauf der verdringenden Ionenadsorption bei wechselnder py 
beobachtet werden konnte. 


I. 


Untersucht wurden Kaliumjodid, Natrium salicylicum und Chinin. 
hydrochlor. Mit einer abgemessenen Menge eines dieser Stoffe versetzte 
ich 50 ccm einer nach der Vorschrift von Sérensen (2) hergestellten 
Pufferlésung Glykokoll-HCl bzw. -NaOH, fiigte 1g Blutkohle. hinzu 
und schiittelte 15 Minuten im Schiittelapparat. Darauf wurde die 
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Kohie abzentrifugiert und die in der Pufferlésung gebliebene Menge 
Jod baw. Salicylsiure oder Chinin quantitativ bestimmt. 

Das Adsorptionsvermégen (3) der verwandten Carbo animalis puriss. 
(Merck) betrug 8,05, das der Blutkohle (Kahlbawm) 13,01 com n/10 Jod- 
lésung pro 0,1 g Kohle. 


0 


5 


Abb. 1. Adsorbens: 1 g Carbo animalis 
puriss. (Merck). 
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Abb. 2. Adsorbens: 1g Carbo anim. puriss 
(Merck). 
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Abb. 3. Adsorbens: 0,5g Blutkoble ” , Abb. 4. Adsorbens: 0,5 Carbo anim. puriss. 
(Kahibaum ). (Merck). 


Die Versuche ergeben eine Bestatigung der Regel, daB die prozen- 
tische Adsorption um so grifer ist, je geringer die Konzentration 
der Lésung ist. Ferner zeigt sich, daB die Adsorption dieser Arznei- 
mittel sehr wesentlich von der elektrischen Ladung des Adsorbens 
beeinfluBt wird, und zwar in der Weise, daB 

1. das negative Salicyl- oder Jodion von der Kohle um so starker 
adsorbiert wird, je gréBer die Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung ist, d. h. je starker die Kohle positiv aufgeladen ist; 

2. das Chininkation um so starker adsorbiert wird, je kleiner 
die Wasserstoffionenkonzentration der Lésung ist, d. h. je stiarker 
die Kohle negativ aufgeladen ist. 
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DaB dieses Verhalten tatsichlich nur eine Funktion der Ladung 
der Kohle ist, suchte ich durch folgenden Versuch zu erweisen: 7 
50 ccm Pufferlésung von py = 3,3 gab ich 1 g Carbo animalis puriss, 
(Merck), 6mg JK. Nach dem Schiitteln und Abzentrifugieren de 
Kohle fanden sich in der Lésung noch 0,917 mg J; adsorbiert worden 
waren also 3,673 mg = 79,8% J. 

Fiigte ich dagegen unter sonst gleichbleibenden Versuchsbedin. 
gungen 1,306g Ferrocyankali (vierwertiges Anion) zur Lésung, so 
fanden sich in der Lésung 3,058 mg J wieder, adsorbiert worden waren 
also nur 1,529 mg = 33,2% J. Auf Grund der verdrangenden Ionen. 
adsorption ist also die in saurer Lésung positiv aufgeladene Kohl 
durch das Ferrocyananion teilweise negativ umgeladen worden, so da} 
die Bindung des J-Anions zum Teil verhindert wurde. 


I. 


Die in vitro gefundenen Ergebnisse spielen auch in vivo eine Rolle. 
Dies zeigen die nachstehend geschilderten Versuche, die chronologisch 
von mir zuerst anlaBlich der Fortsetzung einer von Joachimoglu (3) 
begonnenen Untersuchung tiber das Adsorptions- und Entgiftungs. 
vermégen verschiedener Kohlearten angestellt wurden. 


Die beiden Versuchspersonen A und B tranken das Pharmakon 


morgens niichtern 1 Stunde vor dem Frihstiick oder abends 3 Stunden 
nach dem Abendessen und nahmen zu gleicher Zeit die gleiche Nahrung. 


Versuchsperson A. Versuchsperson B. 











Stunde = Ausgeschiedene Menge | Stunde | Ausgeschiedene Menge 














I. 0,5 g Natrium salicylicum. 

15,69 mg aE es 8,44 mg 
negativ 15.—24. 434 , a 
15,69 mg Salicylséure 12,78 mg Salicylsiure 


II. 0,5 g Natrium salicylicum und 3 g Carbo animalis puriss. (Merck). 
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5.—10. 6,623 , | 16.—24, ORF ge 
15,726 mg Salicylsaure | 2,12 mg Salicylsaure 
Til. 
0,5 g Natrium salicylicum, 0,5 g Natrium salicylicum, 
3 g Carbo animalis puriss. (Merck), || 3g Carbo animalis puriss. (Merck), 
Citronensiure Sodalésung 
1— 8. | 3,55 mg 
1,—.9, 1,517 mg 9—12. | 1,24 , 
10.—16. 0655 , 13.—2%4, | 0,94 , 
2,172 mg Salicylsiure | 5,73 mg Salicylsiure 
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Aus den Versuchen ergibt sich, daB bei den Versuchspersonen 

1. ein verschiedenes Verhalten des Magens und oberen Darmes 
besteht. Bei B wird die Kohle starker positiv aufgeladen als bei A, 
daher das Salicylsiureanion stiirker adsorbiert; 

2. die elektrische Aufladung der Kohle durch geeignete MaB- 
nahmen geiaindert werden kann. 

Es kann also die Adsorption eines eingenommenen Medikamentes 
verstarkt und die Resorption verhindert bzw. die Adsorption herab- 
gesetat und die Resorption verstarkt werden. 

Dieser Befund stimmt mit den Untersuchungen iiberein, die 


Joachimoglu iiber das Entgiftungsvermégen der Kohle angestellt hat: 


Die gleichzeitig mit normalerweise tédlichen Strychnindosen ver- 
abfolgte Kohle wurde im alkalischen Darmsaft der Versuchstiere 
negativ aufgeladen und adsorbierte daher das Strychninkation. In- 
folge der starken Adsorbierbarkeit des Strychnins kommt im Verlaufe 
der Passage durch den Darm der EinfluB der verdringenden Ionen- 
adsorption so wenig zur Geltung, daB eine stairkere Schidigung des 
Tieres nicht stattfindet. 

In unseren Versuchen bewirkt die positive Aufladung der Kohle 
durch Citronensaure bei A eine starke Adsorption der Salicylsiure an 
die Kohle; eine verdringende Ionenadsorption spielt keine nennens- 
werte Rolle. Bei B dagegen kommt die negative Umladung der Kohle 
durch Soda im oberen Darmkanal zwar zur Geltung, tritt aber im 
Urin nicht in die Erscheinung auf Grund von spiiter zu besprechenden 


Vorgiangen. 


Ii. 
Versuchsperson A. Versuchsperson B. 
0,5 g JK und 3g Carbo animalis puriss. (Merck). 
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Nehmen die beiden Versuchspersonen A und B 0,5g JK ein, 
so scheiden sie das Jod innerhalb der ersten 24 Stunden quantitativ 
ziemlich gleichmaBig aus, gleichgiltig, ob sie den Versuch mit oder 
ohne Kohle ausfiihren; auch eine stiirkere Aufladung oder Umladung 
der Kohle durch gleichzeitiges Trinken von Citronensiure bzw. Soda 
erweist sich als vollstandig wirkungslos. In der zweiten Hialfte der 
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Ausscheidungsperiode zeigen sich jedoch charakteristische Unter. 
schiede: A scheidet in 52 Stunden 88,9% des zugefiihrten Jods aus, 
waihrend B in 62 Stunden nur 65% ausscheidet. 

Die Tatsache, da8 Jodalkalien in 48 bis 60 Stunden ausgeschieden 
werden, ist schon lange bekannt, jedoch ist den Ursachen fiir die ver. 
schiedene Zeitdauer der Ausscheidung bei den einzelnen Individuen 
nicht nachgegangen worden. Die geschilderten Versuche zeigen einen 
Weg des Verstindnisses: 

Das einwertige Jodanion wird von mehrwertigen Anionen im 
Magen-Darmkanal so schnell von der Kohle verdrangt, daB eine Ver. 
zégerung seiner Resorption durch Kohle nicht stattfindet. Das Salicy!- 
siureanion dagegen, das als organische Siure eine sehr starke Adsor- 
bierbarkeit besitzt, wird in saurer Lésung so fest an die Kohle gebunden, 
daB es nicht leicht durch andere Anionen wieder verdrangt werden kann. 
So findet zwar bei Versuchsperson B bei gleichzeitiger Verabreichung 
von 3g Kohle, Sodalésung und 0,5 g Natrium salicylicum eine ahnlich 
starke Resorption der Salicylsiure infolge Hemmung der Adsorption 
statt wie bei A, wenn A Natrium salicylicum und Kohle einnimmt. 
Trotzdem erscheint die Salicylsiure bei B nicht in ebenso grofer 
Quantitat im Urin wie bei A, ebenso wie B auch das Jod in geringerer 
Menge und gegeniiber A verzégert ausscheidet. Die Gewebe von B 
reagieren also anders als bei A, und zwar — nach den oben geschilderten 
Versuchen — in dem Sinne, da8 sie bei B eine stirkere positive Ladung 
haben als bei A. Daher binden sie das Jod- bzw. Salicylséureanion 
stirker. Das einwertige Jodanion wird allmahlich durch andere Anionen 
wieder verdrangt und erscheint im Urin, soweit es nicht im Organismus 
verwertet wird. Das Salicylsitureanion dagegen wird bei seinem lingeren 
Verweilen im Kérper um- und abgebaut. 


IV. 


Die ersten Untersuchungen iiber die py der Gewebs- und Zellfliissig- 
keit hat Michaelis (2) vorgenommen. Er fand sie deutlich gegeniiber der 
des Blutes erhéht und kam auf Grund theoretischer Uberlegungen zu der 
Uberzeugung, da8 pathologische Verhiltnisse die CO,-Bilanz der Gewebe 
merklich andern und damit die pq im Sinne einer Séuerung verschieben 
kénnen. Krontowski und Radzimowska (4) wiesen nach, daB die Zellen 
der Kaninchenmilz noch bei einer pg von 5,05 und 10,28 eine Zeitlang 
ihr Leben aufrecht zu erhalten vermégen. Die Anderung der pq im Gewebe 
in den allerersten Stadien des Absterbevorganges, wie er sicher auch intra 
vitam z. B. bei zerfallenden Granulomen vorkommt, untersuchten Morse 
und van der Heyde (5). Sie fanden, da8 unmittelbar nach der Herausnahme 
des Organs die Reaktion der Kaninchenleber sauer war (pq = 5). Im 
Laufe von 45 Minuten sank sie bis zur Neutralitat, um dann wieder zum 
Sauren anzusteigen. Schade (6) ist es vermittelst einer Anderung der Gas- 
kettenmethode gelungen, H-Ionenmessungen in den Gewebssaften direkt 
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am: Lebenden auszufiihren, indem er die Wasserstoffelektrode ahnlich einer 
Punktionsspritze gestaltete. Mit dieser Methcdik fand er u. a. folgendes: 

1. Die H-Ionenwerte der Transsudate sind gréRer als die des Blutes, 
die der serésen Exsudate gréBer als die der Transsudate. 

2. Im Gebiete der Entziindung besteht eine lokale H-Hyperionie 
(Acidose). 

3. Der Grad der Acidose nimmt zu mit der Intensitat der Entziindung 
und ab vom Gebiet der akuten zu dem der chronischen hin. 

4. Die Acidose, welche iiber die Beschlagnahme der Pufferreserven 
hinaus noch durch einen merklichen Anstieg der H-Ionen charakterisiert 
ist, bedeutet ein wesentliches Symptom der Entziindung. 

5. Die H-Hyperionie steht in enger ursichlicher Beziehung zur An- 
reicherung von Cl’ im Entziindungsgebiet (z. B. bei Pneumonie). 


Vv. 

P. Ehrlich (7) hat schon darauf hingewiesen, wie wichtig das Studium 
der Verteilung der Arzneistoffe im Organismus fiir unsere Kenntnisse 
iiber ihre pharmakologische Wirkung ist, und wie durch derartige Unter- 
suchungen eine Briicke zwischen der Kenntnis ihrer Konstitution und dem 
Verstindnis ihrer Dynamik geschlagen werden kann. Bei der ,,Kon- 
stitution’ miissen wir heute die Ionisationsverhialtnisse und Adsorbierbarkeit 
des Arzneimittels beriicksichtigen. 

Hefjter (8) und seine Schiiler haben ein bestimmtes Verteilungsprinzip 
fir Salicylsiure und Jod im tierischen Organismus unter normalen Ver- 
hiltnissen festgestellt. Bondi und Jacoby (9) fanden, da® bei einer mit 
Gelenkbeteiligung einhergehenden septischen Infektion in die Gelenke 
mehr Salicylsiure ,,abgelenkt’‘ wird. Auf Grund dieses Befundes stellte 
Jacoby sein Gesetz iiber ,,die verainderte Verteilung von Arzneikérpern im 
pathologischen Milieu‘ auf. Diesem Gesetz entsprechend wurde von Loeb (10) 
in Abszessen und von Loeb-Michaud (11) in tuberkulés erkrankten Organen 
eine Speicherung von Jod bei Zufuhr von JK gefunden und von Levis- 
Krauss (12) bestatigt. Desgleichen findet eine Speicherung von Jod in 
luetischen Granulomen statt (Loeb), sowie in erkrankten Driisen, wie 
von den Velden (13) fand. Letzterem gelang auch der Nachweis, da nicht 
nur in infizierten, entziindeten oder degenerierten, sondern auch in neo- 
plastischen Geweben eine Jodanreicherung stattfindet. 


Die praktische Bedeutung dieser Beobachtungen liegt darin, da 
anzunehmen ist, daB ein Pharmakon dort seine gréBte Wirksamkeit 
entfaltet, wo es sich in vermehrter Menge befindet. Die oben mit- 
geteilten Befunde tiber den EinfluB der elektrischen Ladung des Ad- 
sorbens auf die Adsorption von Arzneikérpern und iiber die Azidose 
im entziindeten Gewebe zeigen einen Weg des Verstiandnisses fiir ihre 
veranderte Verteilung im pathologischen Milieu. 


Zusammenfassung. 
Auf Grund der obigen Ausfiihrungen ergibt sich folgendes: 
1. Der menschliche und tierische Organismus stellt einen Komplex 
von Zellen dar, deren Funktionen ganz wesentlich von dem Erhalten- 
bleiben der Zellstruktur, von der Intaktheit ihrer Oberflache abhingen. 
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2. Jod- und Salicylsiureanionen werden um so stirker adsorbiecrt, 
je starker das Adsorbens positiv geladen ist. Bei Chininkationen hiingt 
die Starke der Adsorption von dem Grade der negativen Ladung des 
Adsorbens ab. 

3. Jod und Salicylsiure werden von Menschen verschiedener Kon- 
stitution in verschiedenem Grade retiniert und in verschiedener Quan- 
titat sowie Zeitdauer ausgeschieden. 

4. Im pathologisch verainderten Milieu findet eine Anreicherung 
von Jod und Salicylsiure statt. Diese Anreicherung wird anscheinend 
durch eine VergréBerung der H-Ionenwerte und die dadurch veranlabte 
stirkere positive Aufladung des pathologisch veriinderten Gewebes 
hervorgerufen. 

Die Untersuchungen hieriiber werden fortgesetzt. 
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Uber die Synthese des Aseculins. 


Von 


E. Glaser und M. Kraus. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der hygienischen Untersuchungsanstalt 
des Volksgesundheitsamtes in Wien.) 


(Eingegangen am 20. Marz 1923.) e 


Von den in der Natur vorkommenden Glykosiden nehmen eine 
ganze Anzahl wegen ihrer pharmakodynamischen Wirkungen eine 
wichtige Stelle in der Heilmittellehre ein; andere wiederum sind in 
technischer Beziehung von Wichtigkeit. 

Das Asculin kommt in der Schale der RoGkastanie, in der Rinde von 
Aesculus Hippocastanum, im Himenodictum excelsum Wallach (Rinde) 
und in der Wurzel des wilden Jasmin vor. In den Knollen der Jalapa, 
Exogonium purga, findet es sich als 8-Methylasculin wahrscheinlich in den 
Sekretzellen vor. Die RoSkastanien, welche bisher fiir wertlos gehalten 
wurden, konnten im Kriege ihre Niitzlichkeit erweisen, indem sie zur Zucker- 
und Mehlgewinnung verwendet wurden, wahrend ihre Saponine technische 


| Verwendung fanden. Die Schalen wiederum kénnen der Herstellung des 


Asculins dienen. 

Die Schwierigkeiten einer solchen Darstellung von Glykosiden aus 
ihren natiirlichen Substraten, vor allem aber der mit einer solchen 
Herstellung verbundene groBe Verbrauch an derzeit sehr teuren Lésungs- 
mitteln, 148t ein solches Verfahren von vornherein als wenig rationell 
erscheinen. Wir sehen daher schon seit langem das Bestreben, derlei 
in Pflanzen vorkommende, von Bodenbeschaffenheit, Bodendiingung 
und von den Jahreszeiten abhangige, in der Praxis wichtige Bestand- 
teile synthetisch herzustellen. Bei dén arztlich verwendeten kommt 
noch der Umstand hinzu, da® dadurch die Méglichkeit einer genaueren 
Dosierung gegeben wird. 

Wenn gleichwohl die Herstellung dieser Art der Produkte bisher 
noch selten gelungen und auch nur selten versucht wurde, so hat dies 
seinen Grund darin, daB unsere Kenntnisse beziiglich der Struktur 
vieler derartiger Kérper bisher noch sehr gering und daher die Grund- 
lagen fiir die Synthese nicht gegeben waren. Erst die eingehenden 
Arbeiten HZ. Fischers (1) trugen viel fiir das Verstiindnis des Baues 
der Glykoside bei. So konnte F. Mauthner (2) in seiner Abhandlung 
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tiber neue synthetische Glykoside darauf hinweisen, daB ihm mit der 
Darstellung des Glucometaoxycumarins die Darstellung des ersten 
natiirlichen Glucosids gelungen war. Er vermochte durch Schiitteln 
des nach dem bewahrten Gange mit Acetobromglucose hergesteliten 
Tetraacetylderivats bei gewohnlicher Temperatur mit tiberschiissigem 
Barythydrat ein Produkt herzustellen, das durch Kristallform, Schmelz. 
punkt, Léslichkeit und nach den optischen Eigenschaften mit dem 
oben genannten K6rper identifiziert werden konnte. Auf Grund mehrerer 
derartiger Synthesen glaubt Mauthner der Ansicht Ausdruck geben 
zu diirfen, daB dieses Verfahren voraussichtlich die Synthese einer 
groBen Anzahl von Glucosiden der Oxyketone und Oxyaldehyde ge. 
statten kénnte. Diese Angabe kann wohl dahin erweitert werden, 
daB dieses Verfahren auch fiir Oxylactone verwendbar ist. 

Tatsichlich kennen wir eine gréBere Anzahl von Glykosiden, 
deren Nichtzuckerkomponente der Charakter eines Oxyketons bzw. 
eines Oxylactons zugeschrieben werden kann. So zerfallt das Asculin 
{nach Rochleder und Schwarz (3)] durch die Einwirkung von Emulsin 
in Glucose und Asculetin. 


i oR H H 
c hC o° 3 
Sips AS AN SN 
HO\ Hoc’ ‘c’ ‘cx HOC OC CH a 
es | | -H,0 = II | ile O,. 
CHa BOG. boat: Bet. .60-60° °° ' 
es. eg 
H H 


Das letztere kann aber als Oxylacton aufgefaBt werden, ware 
demnach befaihigt, zum Versuche eines synthetischen Aufbaues des 
Asculins zu dienen. 

Es handelte sich nun darum, sich das Ausgangsmaterial zu ver- 
schaffen. Hierzu boten sich zwei Wege, und zwar die Darstellung 
aus der RoBkastanie oder die synthetische Methode. Von Rochleder (4) 
wurde bereits angegeben, daB es sich in geringer Menge in der Rof- 
kastanienrinde findet. Es wurde nun zuerst die Darstellung aus den 
Schalen der RoBkastanie versucht. 

Zu diesem Zwecke wurden dieselben zerkleinert, einige Tage im 
Trockenschrank bei 100° getrocknet, dann im Morser zu feinem Mehl 
zerstampft, mit NH,-haltigem Wasser einige Stunden am Riickflu’- 
kihler gekocht, filtriert. Das Filtrat zur Trockne eingeengt, der Riick- 
stand mit Alkohol und Essigither ausgezogen, im Vakuum eingeengt 
und wiederholt umkristallisiert. Als reines Produkt resultierte aber 
eine so geringe Ausbeute, daB es geboten schien, Asculetin synthetisch 
herzustellen. Es wurde [nach Thiele (5)] durch Einwirkung von Essig- 
siureanhydrid auf Chinon das Oxyhydrochinontriacetat in guter Aus- 
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beute und reinem Zustande (Schmelzpunkt 97°) gewonnen, welches zu 
Oxyhydrochinon verseift wurde (Schmelzpunkt 140°). Die Verseifung 
gestaltete sich schwierig, da sich Oxyhydrochinon leicht in der Warme 
zersetzt. Oxyhydrochinon wurde nach der bekannten Methode von 
Gattermann (6) mit Hilfe von wasserfreier Blausiure (7) zu Oxyhydro- 
chinonaldehyd weiter verarbeitet. Gattermann und Koébner (8) ge- 
langten zur Darstellung von Diacetylisculetin aus Oxyhydrochinon- 
aldehyd, Essigsiureanhydrid und Natriumacetat und durch Verseifen 
des Diacetylderivats zum freien Asculetin, welches oberhalb 270° 
unter Zersetzung schmilzt, in Ather unléslich, im kalten Wasser nahezu 
unléslich ist, sich aber. in heiBem Alkohol, Aceton, Essigither, Chloro- 
form, Amylalkohol, heiBem Wasser mit gelber Farbe lést und im letzteren 
eine Fluoreszenz zeigt. Die Etappen der Darstellung zeigten sich in 
nachstehenden npg 

co OH = c—o—c=0 

“con Hef \ 


HO; Sue “con GH 
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\Z 
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Die spiteren Versuche wurden mit Asculetin von Kahlbaum vor- 


genommen. 

Die zur Synthese eines Glucosids noch notwendige Acetobromglucose 
wurde nicht durch Digerieren von gut getrocknetem Traubenzucker mit 
Acetylbromid direkt, sondern auf dem Umwege iiber die Pentaacetyl- 
glucose (9) hergestellt. Nack letzterer Methode konnte bis zu 90% Aus- 
beute gewonnen werden, wahrend bei der ersteren im besten Falle 50% 
zu erzielen war. Pentaacetylglucose wurde durch Erhitzen von Trauben- 
gucker mit Essigsiureanhydrid und Natriumacetat mit sehr guter Ausbeute 
dargestellt. Schmelzpunkt 131°. Diese wurde dann weiter mit Eisessig- 
bromwasserstoff, der am besten ebenfalls von Kahlbaum, wie schon 
E. Fischer (10) empfiehlt, bezogen wird, behandelt. 2. Fischers Angaben 
beziiglich der Darstellung der Acetobromglucose wurden iiberhaupt streng 
befolgt, weshalb es sich eriibrigt, weiter darauf einzugehen. 

Zum Ausfallen derselben wurde nur abweichend davon statt Petrol- 
aither Benzin benutzt, welches sich noch als geeigneter fiir diesen Zweck 
erwiesen hat. In allen Fallen erwies es sich als wichtig, bei der Darstellung 
Verunreinigungen, sowie Feuchtigkeit fernzuhalten und die Substanz im 
Dunkeln aufzubewahren. Beginnt die Fliissigkeit, sich beim Einengen 
im Exsikkator auch nur ein wenig zu verfairben, ist die Fallung sogleich 
vorzunehmen, weil sonst die Zersetzung rasch weiterschreitet. Die Ausbeute 
war sehr gut und es resultierten reine weiBe Kristalle vom Schmelzpunkt 
88 bis 89°, die, entsprechend aufbewahrt, auch langere Zeit haltbar waren, 


Beziiglich der Synthese des‘Asculins wurde nun in analoger Weise, 
wie Mauthner (11) es in seinen Arbeiten iiber die Synthesen der Glucoside 
mit Phenolcarbonsiuren und Oxyketonen erprobt hatte, vorgegangen. 
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Darstellung des Asculetinglucotetraacetats. 


1,496 g KOH oder 0,88 g NaOH wurden in 15 bis 20 cem H,O gelist 
und in die erkaltete Lésung unter ununterbrochenem Riihren 3 g Asculetin 
in kleinen Portionen eingetragen. Die Lésung wird nun allmahlich mit 
einer schon bereitstehenden Lésung von 9,2g Acetobromglucose in 15 
bis 20cem Aceton vermengt. Die Mengenverhiltnisse des angewandten 
Acetons miissen genau die gleichen sein, wie die des verbrauchten Wassers, 
weil sonst keine homogene Fliissigkeit entsteht. Sollte sich dennoch eine 
Triibung zeigen, mu8 man einige Minuten stehen lassen, bis Schichtung 
eintritt. Sinken farblose Oltropfen zu Boden, so ist iiberschiissiges Aceton 
vorhanden und man mu8 einige Tropfen H,O hinzufiigen. Entsteht 
am oberen Rande der Fliissigkeit eine Schicht, so deutet dies auf den 
Mangel an Aceton. In diesem Falle mu Aceton dazugegeben werden, 
um die Lésung homogen zu machen. Die homogene oder homogen gemachte 
Lésung bleibt mindestens 12 Stunden bei gewéhnlicher Temperatur stehen. 
Nach dieser Zeit ist meistens eine Triibung eingetreten, die sich beim Ver- 
dunsten des Acetons im Vakuum noch bedeutend verstarkt; ist das Aceton 
vollstandig entfernt, so wird der dickfliissige, stark mit kristallinischen 
Niederschlagen versetzte Riickstand mit 300ccm Eiswasser versetzt, 
wobei die Hauptmenge des neugebildeten Produktes ausfallt, und zwar 
in gelb bis braun gefarbten Blattchen. Der Niederschlag wird auf der Nutsche 
abfiltriert und so lange mit eiskaltem Wasser gewaschen, bis das Filtrat 
keine alkalische Reaktion mehr zeigt und bis ein Tropfen des Waschwassers, 
auf einem Uhrglas verdampft, keinen Riickstand mehr gibt. Der Niederschlag 
wird auf Filtrierpapier abgepreBt, mit kaltem, frisch destilliertem Methy]- 
alkohol einige Male gewaschen und dann aus heifem destillierten Methyl- 
alkohol umkristallisiert. Es entstehen dann prachtvolle rein weiSe, derbe, 
in prismatischen Saulen und Driisen angeordnete Kristalle vom Schmelz- 
punkt 181 bis 182°. Ausbeute: 50%. 

Von diesem nach der Reaktionsgleichung C,H,O, + C,,H,,0,Br 
+ KOH = KBr+ H,0 + C,,H,,0,,  erwarteten Asculetinglucotetra- 
acetat, fiir welches gema®B der von Schiff (12) ermittelten Konstitution 
des Asculins die Struktur: 
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angenommen werden kann, wurde die Elementaranalyse vorgenommen, 
welche nachstehende Zahlen ergab: 


I. 0,1199 g Substanz gaben 0,2334 g CO, und 0,0457 g H,0O. 


IL. 0,1281g _—,, » 0,2535 g CO, und 0,0547 g H,O. 

Berechnet fiir C,,H,,0,,; Gefunden I. IL. 
ee ee 54,33 % 53,09% 53,97% 
eS ae, 4,72 % 4,23% 4,79% 


Obwohl nur 4quimolekulare Mengen von Asculetin mit einem kleinen 
Uberschu8 von Acetobromglucose aufeinander einwirken gelassen werden, 
ist mit Riicksicht auf den Umstand, da®B zwei OH-Gruppen im Asculetin 
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sich vorfinden, an welche Glucotetraacetatreste eintreten kénnten,. die 
quantitative Bestimmung der Acetylgruppen vorgenommen worden. Sie 
wurde nach der Methode von Wenzl (13) durchgefiihrt. 

Mit einer verdiinnten H,SO, (3:1)-Lésung wurden 0,2084 g Substanz 
verseift. 36,35 com 2/10 KOH wurden vorgelegt und zum Zuriicktitrieren 
17,45 cem H,SO, vom relativen Titer 0,931 gebraucht, woraus ein Ver- 
prauch von 17,61cem n/10 KOH durch die iiberdestillierte Essigsiiure 
resultiert und 0,0757g CH,CO in gewogener Substanz sich errechnen 
lat. Die Anzahl der Acetyle wurde mit 4 ermittelt. 

Da das Asculetinglucotetraacetat durch die Verbrennung und die 
Acetylgruppenbestimmung eindeutig bestimmt worden war, wurde von 
einer Molekulargewichtsbestimmung, um Material zu sparen, abgesehen. 

Es wurde nun noch die optische Untersuchung vorgenommen und hierzu 
die methylalkoholische Lésung des Glucosids verwendet. Angewandt 
= 0,0699 g Substanz in 15ccm Methylalkohol gelést. Das spezifische 
Gewicht des Methylalkohols bei 11° = 0,799, spezifisches Gewicht der 
Lésung d” = 0,809. Im 1 dm-Rohre zeigte die Lésung eine Drehung = —0,1°. 

; : ll 100 x 

Hiernach ist [«] +7 ioe ee = —2)°. 

Das Asculetinglucotetraacetat war in Ather und Wasser nahezu un- 
léslich, in Petrolaither sehr schwer und in Chloroform, Essigither und 
Aceton schwer léslich. Sehr leicht léste es sich in heiSem Alkohol und 
Methylalkohol, aus welch letzterem es auch am schénsten auskristallisierte. 
Sehr leicht léslich ist es aber auch in NH, und verdiinnten Alkalien mit 
gelber Farbe. Irgendeine Fluoreszenz tritt nicht, auch nicht nach langem 
Stehen auf. 

Dragendorff (14) fiihrt in einer Arbeit iiber Asculin und Asculetin einige 
fiir diese beiden Kérper charakteristische Reaktionen an. Beide lésen 
sich in Salpeterséure vom spezifischen Gewicht 1,2 mit gelber Farbe. Ein 
Zusatz von NH, farbt die Lésung tief blutrot. Zusatz von Saure farbt 
wieder gelb. Diese Reaktion wird auch von dem Asculetinglucotetraacetat 
gegeben.. 

Wird eine neutrale oder schwachsaure Lisung von Asculin bei gewéhn- 
licher Temperatur mit Kupfersulfat versetzt, bleibt diese unverandert 
blau, wahrend Asculetin Kupfersulfatlésung unter denselben Bedingungen 
smaragdgriin farbt. Die neutrale oder schwachsaure Lésung von Asculetin- 
glucotetraacetat verindert CuSO,-Lésung nicht. Erst beim Kochen mit 
Siure tritt durch das freiwerdende Asculetin Griinfarbung ein. Gleichwie 
Asculin und Asculetin reduziert Asculetinglucotetraacetat ammoniakalische 
Silberlsung und Fehlingsche Lésung, dagegen wird es im Gegensatz zu 
diesen beiden von Bleiessig nicht gefallt. Eisenchlorid verleiht einer Asculetin- 
lésung eine intensiv griine Farbung, eine Asculetinglucotetraacetatlésung 
bleibt unverandert, erst beim Kochen tritt blutrote Farbung, offenbar 
bedingt durch die infolge der sauer reagierenden FeCl,-Liésung veranlaBte 
Abspaltung der Essigsaéure auf. 

Um zum Asculin zu gelangen, muSte nun daran gegangen werden, 
das Tetraacetylprodukt zu verseifen. 

Hierbei hielten wir uns zuerst an die bereits erwihnten Angaben 
von Mauthner. Es wurden 1% g Tetraacetat mit 100 ccm 6proz. Baryt- 
lauge 2 Tage in der Schiittelmaschine geschiittelt, hierauf das iiberschiissige 
Bariumhydroxyd durch mehrmaliges Einleiten von Kohlensaiure gefillt 
und abfiltriert. Der Niederschlag wurde mit Wasser gewaschen. Das Filtrat 


























+ omnes eenreeron 


iE 
eB 
& 
e 
& 


188 E. Glaser u. M. Kraus: 


wurde in zwei Teile geteilt und verschieden behandelt. Die eine Hiilite 
wurde nach Mauthner im Vakuum bei 40 bis 50° getrocknet, der Trocken. 
riickstand mit Methylalkohol ausgezogen und wiederholt aus demse!ben 
Lésungsmittel umkristallisiert, um zu einem einheitlichen Endprodukt 
vom Schmelzpunkt 205° zu kommen. 

Zu demselben Endprodukt gelangt man auch durch folgende Bearbeitung 
aus der zweiten Hialfte. Dragendorjf fiihrt in seiner Arbeit an, daB Asculin 
aus saurer wasseriger Lésung durch Amylalkohol und durch Chloroform 
ausgeschiittelt werden kann. Die Halfte des Filtrats wurde mit n/10 H,S0, 
bis zur schwach sauren Reaktion versetzt, die noch ausfallenden Barium. 
reste wurden abfiltriert und das Filtrat mit Amylalkohol, besser mit Chloro. 
form wiederholt ausgeschiittelt. Die Riicksténde wurden nach Verdunsten 
des Lésungsmittels aus Methylalkohol wiederholt umkristallisiert, bis 
schlieBlich ein Produkt resultierte, das durch den Schmelzpunkt von 205° 
und durch Reaktionen sich als Asculin erwies. Da die Ausbeute sehr klein 
war und die letzten Bariumreste schwer zu beseitigen waren, sich immer 
mitschleppten, wurde, um rascher zu einem analysenreinen Produkt zu 
kommen, eine Methode gesucht, der dieser Nachteil nicht anhaftet. Es 
wurde die Verseifung mit NH, versucht und hierbei die von Fischer (15) 
und seinen Mitarbeitern angegebenen Verfahren fiir die Verseifung acetylierter 
Glykoside in ihrer Anwendung auf das Glucotetraacetat gepriift. 

Von den drei versuchten Methoden erwies sich nachfolgender Vorgang 
als am zweckmiBigsten: 

2 g Asculetinglucotetraacetat wurden in 320 ccm 96proz. Alkohols auf- 
geschwemmt und in diesen unter Eiskiihlung gasférmiges NH, so lange 
eingeleitet, bis eine klare Lésung entstanden war, was in ungefahr 2 Stunden 
der Fall gewesen ist. 

Die resultierende gelbe, mit NH, gesattigte alkoholische Lésung wurde, 
um sie vom NH, zu befreien und den Alkohol zu verdampfen, ins Vakuum 
gegeben, wo sich schon nach einigen Stunden Kristalle ausschieden, die 
beim weiteren Einengen sich rasch vermehrten. Die entstandenen Kristalle 
wurden abfiltriert, mit Ather ausgewaschen und aus sehr wenig heiSem 
Methylalkohol umkristallisiert. Es fallen prachtvolle weiBe Kristalle, und 
zwar biischelf6rmig angeordnete Nadeln, in gréBerer Menge Sternchen 
vom Schmelzpunkt 205° aus. Ein mit der gewonnenen Substanz und 
natiirlichen Asculin gemachter Mischschmelzpunkt gab dasselbe Resultat. 

Da sich auf diese Weise eine unvergleichlich bessere Ausbeute ergab 
und man auch rascher zu einem analysenreinen Produkte gelangte, so 
wurde fiir die weitere Darstellung diese Methode gewahlit. Ausbeute 60°. 

Mit Riicksicht auf den Umstand, da8 es sich um ein schon kristalli- 
sierendes Produkt handelt, andererseits sich Schwierigkeiten bei der Kristall- 
wasserbestimmung ergaben, wurde gleich die Elementaranalyse vor- 
genommen. 


I. Substanz 0,0927 g gaben 0,1610g CO,, 0,0395 g H,O. 
II. Substanz 0,1218 g gaben 0,2097 g CO,, 0,0538 g H,O. 


Berechnet fiir C,,H,,0, + 2H,O Gefunden I I. 
"1 Speen DRI EL Ei 47,87 % 47,37 % 46,96 %, 
Peers a 5,31 % 4,78 %, 4,95 % 


Bei der gewéhnlichen Kristallwasserbestimmung zeigte es sich, dai 
man ein konstantes Gewicht erst bekommt, wenn die Substanz hoch erhitzt 
wird und sich schon zu zersetzen beginnt. Um eine Zersetzung zu vermeiden, 
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wurde daher die Kristallwasserbestimmung im Trockenschrank bei 100° 
im (O,-Strom vorgenommen. Hierzu wurden 0,1066 g Substanz verwendet 
und ein Wasserverlust von 0,0079 festgestellt, woraus sich ein Wassergehalt 
yon 7,41% ergibt. Berechnet sind fiir 14% Mol. 7,35%, fiir 2 Mol. 9,6% 
Wasser. 

Die fiir 2 Mol. Kristallwasser stimmende Elementaranalyse und die 
auf 1% Mol. deutende unter allen Kautelen vorgenommene Kristall- 
wasserbetimmung fanden ihre Erklirung bei Durchsicht der Literatur. 
Schon Hugo Schiff (16) weist auf die verschiedenen Beobachtungen be- 
ziglich des Kristallwassergehaltes hin. Zwenger (17) teilt mit, daB bei 
100° getrocknetes Asculin noch Wasser zuriickbehilt, welches erst beim 
Schmelzen entweicht. Rochleder (4) hat spater dann auch Asculin in den 
Hinden gehabt, welches bei 115° getrocknet noch 4% H,O zuriickbehielt 
und es erst beim Schmelzen verlor. Liebermann und Knietsch (1880) haben 
im Asculin ebenfalls nur 1% Mol. Kristallwasser gefunden. Bei Abder- 
halden (18) wurde fiir Asculin 2 Mol. Wasser angegeben, wihrend im Beil- 
stein (19) bei Asculin noch 1% Mol. Kristallwasser angegeben sind. Schiff 
fand, indem er Asculin bis zur Zersetzung trocknete, einen Gewichtsverlust 
von 9,9%, also etwas mehr als 2 Mol. Wasser entspricht. Er kommt auf 
Grund der vorhandenen Angaben zu dem Schlusse, daB Asculin mit 2 Mol. 
Wasser kristallisiert. 

Durch die Analyse des synthetischen Glykosides Asculins wird dem- 
nach bestatigt, da dieses mit 2 Mol. Wasser kristallisiert, von denen 
jedoch ¥% Mol. erst beim Schmelzen entweicht, wahrend 14 Mol. schon 
bei 100° unter den obigen Verhiltnissen abgegeben werden. 

Dieses Verhalten des Kristallwassers hat auch zu Schwierigkeiten 
in der Molekulargewichtsbestimmung nach der Methode von Hijkmann, 
welche mit Riicksicht auf die Léslichkeitsverhaltnisse und aus auBeren 
Griinden gewahit wurde, gefiihrt. Da wegen des oben erwaihnten Verhaltens 
des Kristallwassers Asculin nicht unzersetzt, wasserfrei und infolgedessen 
eindeutige Resultate bei den Molekulargewichtsbestimmungen der wasserfrei 
gemachten Substanz erhalten werden konnten, wurde das Molekulargewicht 
an dem schén, also mit 2 Mol. Kristallwasser kristallisierten Asculin bestimmt. 

0,0946 g Substanz in 26,8365 g Phenol gelést, gaben eine 4 = 0,2, 
woraus sich ein Molekulargewicht berechnet fiir C,,H,,0, + 2H,O = 376, 
gefunden = 126, 

Wenn auch diese Art der Molekulargewichtsbestimmung einigermafBen 
kritisch »etrachtet werden mu8, diirfte dieser doch eine Bedeutung nicht 
abgesprochen werden kénnen. Sie ergibt namlich ungefahr ein Drittel 
des dem Asculin mit 2Mol. Wasser zukommenden Molekulargewichts 
und kann somit bis zu einem gewissen Grade als Bestaétigung dafiir auf- 
gefaBt werden, daB das Asculin mit 2 Mol. Kristallwasser kristallisiert. 

Da es sich beim Asculin um eine optisch aktive Substanz handelt, 
wurde noch die Polarisation vorgenommen. 

Angewandt wurden 0,0284 g Substanz in 37 com Methylalkohol gelést. 
Das spezifische Gewicht des Methylalkohols bei 11° = 0,799, spezifisches 
Gewicht der Lisung d = 0,801. Im 1dm-Rohr zeigte die Lésung eine 
Drehung = — 0,35. 


Hiernach ist (el; = — 146. 


Beziiglich des Nachweises kann erwahnt werden, da8 alle fiir Asculin 
als charakteristisch angegebenen Reaktionen vom synthetischen Asculin 
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gegeben werden, wie es auch in bezug auf die Léslichkeitsverhiilttisse 
mit dem natiirlichen tibereinstimmt. Es reagiert schwach sauer, lost sich 
sehr wenig in kaltem Wasser, leichter in heiBem, sehr leicht in Alkoho), 
Methylalkohol, Essigither, Eisessig; es lést sich ferner leichter in Alkalien 
als in Wasser, ist unléslich in absolutem Ather und in Benzol. Beim Digerieren 
in verdiinnter Salzsiure zerfallt es in Glykose und Asculetin; es zersetzt 
sich bei Temperaturen iiber den Schmelzpunkt. Mit Chlorwasser firbt 
sich die wasserige Asculinlésung rosa. Asculin in wenig konzentrierter 
Schwefelséure farbt sich auf Zusatz von Natriumhypochloritlésung intensiy 
violett. Auf die tibrigen Reaktionen eriibrigt sich einzugehen, da sie bereits 
oben erwahnt wurden. 

Lediglich eine Eigenschaft muS noch besonders hervorgehoben 
werden, das ist die der Fluoreszenz. Beziiglich des natiirlichen Asculins 
wird angegeben, da8 die wisserige Lésung blau fluoresziert. Die Fluoreszenz 
verschwindet auf Zusatz von Saure und wird durch Zusatz von Alkalien 
wieder hergestellt. Borrisow (20) hat gezeigt, daB Asculin bei der Tem. 
peratur der fliissigen Luft einen Teil der aufgenommenen Lichtenergie 
in latenter Form behilt, um sie dann bei Temperaturerhéhung wieder 
auszustrahlen. 

Perrin (21), der bei seinen Untersuchungen iiber die Fluoreszenz 
auch das Asculin in den Kreis seiner Betrachtungen zog, stellte im allgemeinen 
die Hypothese auf, daB die Fluoreszenz keine dauernde Eigenschaft der 
Stoffe ist, sondern nur im Moment ihrer Zerstérung auftritt. Nur im 
Moment der chemischen Umwandlung fluoresziert das Molekiil. Anderungen 
der Temperatur und der Viskositaét sind auf die Fluoreszenz der organischen 
Stoffe ohne Einflu8. Bei den organischen Stoffen ist das ganze Molekii! 
an der Fluoreszenz beteiligt. Man hat zu unterscheiden: die Lichtabsorption, 
die der Lésung von Valenzen entspricht, und die Aussendung von Licht, 
die der Bildung neuer Molekiile gleichkommt. Die chemische Theorie der 
Fluoreszenz glaubt er durch die Beobachtung unterstiitzt, daB die Licht- 
emission nicht der Konzentration des aktiven Stoffes proportional ist, 
sondern fiir eine gewisse Konzentration ein Maximum hat. Fiir dieses 
maximale Fluoreszenzvermégen wird eine Erklirung gegeben. Jenseits 
einer gewissen Verdiinnung bleibt die Fluoreszenz einer gegebenen Masse 
konstant, indem das Fluoreszenzvermégen hier einen Grenzwert erreicht hat. 

Solange die Konzentration gro8 ist, ist die Fluoreszenz schwach 
aber dennoch vorhanden und die Substanz wird langsam zerstért. Wenn 
sich dann die Konzentration verkleinert, waichst das Fluoreszenzvermégen, 
bis das Optimum erreicht ist, worauf die Gesamtfluoreszenz bis zur voll- 
stindigen Zerstérung der fluoreszenten Substanz abnimmt. Unter den 
gewohnlichen Bedingungen der Schichtdicke und der Beleuchtung sind 
diese Erscheinungen erst im Verlaufe von Jahren zu erwarten, im Ultra- 
mikroskop lassen sie sich aber leicht verfolgen. Ohne auf diese Hypothesen 
zu reflektieren, soll hier nur angefiihrt werden, daB das synthetische Asculin 
keine baw. zumindest keine nennenswerte Fluoreszenz zeigt. Es wurde nun 
untersucht, wie sich die methylalkoholische Lésung des natiirlichen Asculins 
beim Fraktionieren beziiglich der Fluoreszenz verhalt; es zeigte sich, dal 
das Fluoreszenzvermégen mit dem Auskristallisieren der schwerstléslichen 
Anteile abnimmt und in der letzten Fraktion am geringsten ist. 

Es scheint daher nicht unwahrscheinlich, wenn angenommen wird, daf es 
sich bei den Fluoreszenzerscheinungen des Asculins iiberhaupt nicht um 
Asculin, sondern um Zerfallsprodukte oder Verunreinigungen desselben 
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handelt, wenigstens wiirde der Fraktionierungsversuch mit dem natiir- 
lichen Aseulin diese Meinung stiitzen und der nahezu villige Mangel des 
Fluoreszenzvermégens beim synthetisch dargestellten Asculin in diesem 
Sinne gedeutet werden miissen. Liangere Beobachtungen liegen dariiber 
noch nicht vor und ‘weitere Untersuchungen zur Klirung dieses Problems 
sind aus Materialmangel nicht unternommen worden. 

Der Mangel der Fluoreszenz beim synthetischen Asculin kénnte aller- 
dings auch darin seinen Grund haben, daB es sich bei diesem um eine isomere 
Form des Asculins handelt, dem aber kein Fluoreszenzvermégen zukommt; 
dem widerspricht aber wiederum der Umstand, da8 der Schmelzpunkt 
des synthetischen Asculins mit dem des natiirlichen iibereinstimmt. Es 
kann fiir die Annahme der Fluoreszenz auch noch die Méglichkeit von 
Verunreinigungen mit verwandten Verbindungen in Betracht gezogen 
werden. Tunmann (22) hat auf Grund seiner Mikrosublimationsversuche 
behauptet, daB Asculin in Gelsemium vorkommt. Seine Angaben sind 
aber von T'utin (23) dahin richtig gestellt worden, da es sich bei dem blau 
fluoreszierenden Prinzip von Gelsemium um Scopeletin, d. i. Methyl- 
asculetin, handelt. Es ist nicht ausgeschlossen, daB auch der Methylgruppe 
in dieser Beziehung eine Bedeutung zukommt. 


In praktischer Hinsicht mu8 gefolgert werden, daB das synthe- 
tische, frisch dargestellte Asculin fiir die Zwecke, wo sein EinfluB auf 
die ultravioletten Strahlen des Spektrums in Frage kommt, nicht ver- 
wendet werden kann, da diese Eigenschaft jedenfalls mit dem 
Fluoreszenzvermégen in Zusammenhang steht. 


Literatur. 

1) EZ. Fischer, Berl. Ber. 26, 28, 84, 44 usw. — 2) Mauthner Journ. f. 
prakt. Chem., N. F. 85, 91, 174. — 3) F. Rochleder und R. Schwarz, Annalen 
N. F. 40, 186. — 4) Rochleder, Jahresber. d. Chem. 1863, S. 589. — 5) Thiele, 
Berl. Ber. 1898, S. 1247. — 6) Gattermann und Kébner, ebendaselbst 1899, 
§. 282. — 7) Gattermann, Annalen 857, 313. — *) Gattermann und Kébner, 
Berl. Ber. 1899, S. 288. — 9) Biochem. Arbeitsmeth. 7, 740; W. Kénig 
und Eduard Knorr, Berl. Ber. 34, 161, 1901. — 10) Z. Fischer, Berl. 
Ber. 44, 1903. — 11) Mauthner, Journ. f. prakt. Chem. 82, 271; 88, 
556, 85, 564; 88, 764. — 12) Schiff, C. r. 121, 693, 1895; 108, 253. — 
13) Meyer, Analyse und Konstitutionsermittelung organischer Verbin- 
dungen 1916, S. 541. — 14) Dragendorff, Zeitschr. f. analyt. Chem. 22,153. — 
15) H. Fischer und Helferich, Berl. Ber. 47, 213, 1914; Schneider, Clibbens, 
Hiillweck und Steibelt, ebendaselbst 47, 1267, 1914; E. Fischer, ebendaselbst 
47, 1377, 1379, 1381, 1914; Schneider und Clibbens, ebendaselbst 47, 2221, 
1914, — 1*) Hugo Schiff, ebendaselbst 14. Jahrg., S. 303, 1881. — 17) Zwenger, 
Annalen 90, 64. — 18) Abderhalden, Biochem. Arbeitsmeth. 7, 770, 1913. — 
19) Beilstein 3, 566. — 20) Borissow, Journ. d. russ. phys. chem. Ges. 
87, Phys. Teil, S. 240. — 21) Perrin, Ann. d. Phys. 10, 133. — 
22) Tunmann O., Apothekerzeitung, S. 612, Berlin. — 23) Tutin T., 
zitiert nach Molisch, ,,Mikrochemie der Pflanzen“. 




















Uber die Synthese des Gluco-protocatechualdehyds. 


Von 


E. Glaser und 8. Ueberall. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der hygienischen Untersuchungs- 
anstalt des Volksgesundheitsamtes Wien. ) 


(Hingegangen am 10. Marz 1923.) 


Die Rolle, die die Glykoside im Pflanzenkérper spielen, ist noch 
nicht sichergestellt. 


Ihr Auftreten und ihre Verteilung dortselbst unterliegen betrichtlichen 
Schwankungen. Bei Pflanzen, die gleichzeitig Alkaloide und Glykoside 
enthalten, scheinen zu gewissen Jahreszeiten die einen oder die anderen 
zu iiberwiegen. Ob Beziehungen zwischen beiden bestehen, etwa in dem 
Sinne, da die Glykoside Reservestoffe fiir die Pflanzen darstellen, die 
dem Abbau unterliegen, und die Alkaloide die abgebauten Schlacken nach 
erfiillter Bestimmung im Leben der Pflanzen bedeuten, scheint nicht ganz 
unmédglich. 

Auch beziiglich der Bedeutung, die die Glykoside in dem zum mensch- 
lichen Genusse bestimmten Pflanzen einnehmen, finden sich nur sparliche 
Angaben. Wurzel und Blatter der Cichorie finden schon seit langer Zeit 
als Nahrungsstoff und Genu8mittel Verwendung. Ihr Wert als Nahrungsstoff 
ist durch den hohen Inulingehalt bedingt, waihrend sie die Eigenschaft 
des GenuBmittels dem Bitterstoff verdankt. Gelegentlich einer Unter- 


- suchung erwies sich der Bitterstoff der Cichorie nach Grafe (1) als Abbau- 


und Umwandlungsprodukt des Inulins. Dieser Autor versuchte auch den 
natiirlichen Bitterstoff darzustellen, kam aber zu keinem analysenreinen 
Produkt. Immerhin lieferten die Untersuchungen das Ergebnis, da8 es 
sich nicht um ein Alkaloid oder um einen Gerbstoff handelt, sondern um 
ein Glykosid, dessem Nichtzuckerkomponente wahrscheinlich Protocatechu- 
aldehyd ist. 

Es wiirde sich demnach in.diesem Falle um ein Oxyaldehydglucosid 
handeln, von denen eine ganze Reihe in der Natur vorkommen und von 
denen z. B. das Helicin, das Glykosid des Ortho-oxybenzaldehyds auch 
synthetisch aus Salicylaldehyd und Acetochlorglucose von Michael (2) 
gewonnen wurde. Das Isomere hiervon, das Salinigrin, hat Jowett (3) 
aus der Schwarzweide dargestellt. Synthetische Versuche in dieser Hinsicht 
hat schon Tiemann (4) ausgefiihrt, indem er durch Kondensation des 
Glucovanillins mit Aceton das Glucoferulasiuremethylketon darstellte. 
Mauthner (5) wandte das fiir die Synthese der Glucoside der Phenolcarbon- 
séiuren von ihm benutzte Verfahren auf die Oxyketone an, stellte Oxyketon- 
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glucoside dar und befaBte sich weiterhin auch mit der Synthese von Oxy- 
aldchydglucosiden. So kondensierte er den Paraoxybenzaldehyd in alkali- 
scher Lésung mit 8-Acetobromglucose zum Tetraacetylglucoparaoxybenz- 
aldehyd und stellte durch Verseifen mit Barytlauge den Glucoparaoxybenz- 
aldehyd (6) dar, der zwar im Pflanzenreiche noch nicht aufgefunden wurde, 
aber von dem es in hohem Grade wahrscheinlich ist, daB er sich in demselben 
vorfindet. Es ware daher anzunehmen, da®B sich auch ein Glucosid mit 
Protocatechualdehyd etwas nach diesem Verfahren von Mauthner (7) 
darstellen 1a8t, um nach Kenntnis der Eigenschaften dieses synthetischen 
Glucosides seine Isolierung aus Pflanzenstoffen leichter zu bewerkstelligen. 

Schon Mauthner befaBte sich ankniipfend an friher synthetisch 
von ihm gewonnene Glykosidsiuren mit der Protocatechusiure zu 
dem Zwecke, um einen neuen Vertreter der Glykoside der Phenol- 
carbonsiuren darzustellen. Er wahlte hierzu das bei der Darstellung 
der Glucosyringasiure benutzte Verfahren und ging zur Ausfiihrung 
dieser Synthese vom Protocatechusiuremethylester aus. Er konden- 
sierte denselben in wasserig acetonischer Lésung bei Gegenwart von 
NaOH mit Acetobromglucose zum Tetraacetylglucoprotocatechusiure- 
methylester. Beim langeren Stehenlassen desselben mit einer verdiinnten 
Bariumhydroxydlésung wurden dann nicht nur die Acetylgruppen, 
sondern auch die an der Carboxylgruppe haftende Methylgruppe ver- 
seift, und er gelangte auf diesem Wege zur Glucoprotocatechusiaure. 
Von der Protocatechusiure ist ja bekannt, da sie ebenso wie ihre 
Mono- und Dimethylierungsprodukte, die Vanillin- und Veratrumsaure, 
in Pflanzenfriichten und Samen vorkommen. 

Das Ausgangsmaterial wurde anfangs selbst dargestellt. Zur Dar- 
stellung nach Fittig und Remsen (8) wurde vom Piperonal ausgegangen 
und auf 200° mit verdiinnter HCl erhitzt. Die Ausbeute war aber derart, 
da8 es vorteilhafter war, das Ausgangsmaterial von Kahlbaum zu beschaffen. 
Zur Darstellung der Acetobromglucose, die zur Synthese noch notwendig 
war, wurde der bewahrte Weg iiber die Pentaacetylglucose wegen der 
besseren Ausbeute eingeschlagen. Die Pentaacetylglucose (9) wurde durch 
Erhitzen von Traubenzucker, Essigsiureanhydrid und Natriumacetat 
dargestellt, dieselbe dann mit LEisessigbromwasserstoff (bezogen von 
Kahlbaum nach E. Fischers Empfehlung) behandelt, zwei Stunden stehen ge- 
lassen, mit Eiswasser versetzt und mit Chloroform ausgeschiittelt. Das 
Chloroform wurde mit CaCl, getrocknet, eingeengt und dann mit Benzin 
ausgefallt. Da die Acetobromglucose gegen Feuchtigkeit und Licht empfind- 
lich ist, wurde jeweilig immer nur so viel dargestellt, als zu dem betreffenden 
Versuch notwendig war. Die Kristalle waren sehr schéne, weibe Biischel 
vom Schmelzpunkt 88 bis 89° und brauchten nicht weiter umkristallisiert 
zu werden. 

Beziiglich der Synthese wurde sich besonders im Anfange streng 
an die Vorschriften von Mauthner, die er in mehreren diesen Gegen- 
stand betreffenden Arbeiten niedergelegt hat, gehalten. 

0,65 g NaOH oder 1,16g KOH wurden in 9,2ccm Wasser gelost, 
die Lisung wurde erkalten gelassen und in dieselbe dann unter fortwahren- 
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dem Riihren 3g Protocatechualdehyd langsam bis zur vollkommenen 
Lésung eingetragen; ebenso wurden 2,33 g Acetobromglucose in 9,2 cer 
Aceton gelést und beide Lésungen miteinander vermengt. Die entstandene 
Mischfliissigkeit hatte gewéhnlich schon eine homogene Beschaffenheit: 
war sie nicht schon homogen, so muBte sie durch Zugabe von Wasser oder 
Aceton in eine solche Fliissigkeit tiberfiihrt werden. Als Anhaltspunkt 
hierfiir diente eine dlige Schicht am Rande oben fiir die Zugabe von Wasser: 
das Auftreten einer Triibung wiederum verlangte die Zugabe von Aceton, 
Es geniigte dann, die homogen gemachte Fliissigkeit 5 Stunden stehen 2, 
lassen. Im Vakuum wurde das Aceton verdunsten gelassen und _hieraut 
die zuriickbleibende Fliissigkeit mit 300 cem Eiswasser versetzt; das neu- 
gebildete Produkt wurde auf diese Weise rasch in gelben Nadeln zum Aus. 
fallen gebracht. Zuweilen entsteht eine amorphe oder eine harzige Masse. 
In diesem Falle wird Aceton bis zur Auflésung hinzugefiigt und die klare 
Lésung nochmals mit H,O gefiallt. 

Nach dem Absetzen wird der kristallinische Niederschlag abfiltriert 
und mit kaltem Wasser so lange gewaschen, bis das Waschwasser keine 
Spur von alkalischer Reaktion mehr aufwies. Der kristallinische Niederschlag 
wurde mit Filtrierpapier abgepreBt und mit Tierkohle aus Athylalkoho| 
umkristallisiert. Es entstehen weiBe, schéne Nadeln vom Schmelzpunkt 179 
bis 180° in einer Ausbeute von 60%. Dieselben erwiesen sich sehr leicht 
léslich in Alkohol, Methylalkohol, Aceton, Essigather, schwerer in Chloroform 
und unléslich in Wasser, Ather, Benzol und Benzin, leicht léslich dagegen 
auch in verdiinnten Alkalien. 

Die Reaktion kommt in nachfolgender Gleichung zum Ausdruck: 
C,H,(CH),COH + C,,H,,0,Br + KOH = KBr+ H,0 + C,,H,,0,,; 
das letztere ist das erwartete Protocatechualdehydglucotetraacetat, fiir 
welches die Struktur, auf die noch spater bei der Besprechung des Gluco- 

protocatechualdehyds zuriickgekommen werden wird, 


COH 


. 
Ho’ \cH 


} 

HCO. eo ais 
| i / AO| 

COlW 5H, 05 (CH, CO), 
angesprochen werden kann. Es wurden nun daraufhin die Reaktionen 
angestellt, und es zeigte sich, daB nach Spaltung mit HCl alkalische Kupfer- 
sulfatlésung reduziert wurde und da Glucoprotocatechualdehydtetra- 
acetatlésung auf Zusatz von Eisenchloridlésung bei langerem Erhitzen 
eine blutrote Farbung gab. 

Die vorgenommene Analyse ergab nachstehende Zahlen: 


I. 0,1051g Substanz gaben 0,2067g CO, und 0,0483g H,O. 


OH 


Il. 0,1423g - »  0,2801lg CO, ,, 0,0658g H,O. 
Berechnet fiir C,,H,,0,, | Gefunden I. Il. 

Oe ate eS ee eee 53,64 % 53,68 % 

BE PS ee 5,15 % 5,18 % 


Nachdem es sich bei dem Protocatechualdehyd um ein Dioxyaldehyd 
handelt, ware immerhin die Méglichkeit vorhanden, da8 eventuell zwei 
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Glucotetraacetatreste in denselben hereintreten. Obwohl nur aquimolekulare 
Mengen von Protocatechualdehyd und Acetobromglucose, letztere im 
(‘berschu8, aufeinander einwirken gelassen wurden, ist dennoch die quanti- 
tative Bestimmung der Acetylgruppen vorgenommen und dieselbe nach 
der Methode von Wenzel (10) durchgefiihrt worden. 

0,2 g Substanz wurden mit verdiinnter H, S0O,(3:2) verseift und 30 cem 
n/10 KOH vorgelegt. Fiir die iiberdestillierte Essigsiure wurden 18,5393 cem 
KOH verbraucht, woraus 0,0797 g CH,CO in gewogener Substanz ermittelt 
wurde. Daraus lassen sich 4,8 Acetyle errechnen. 

Obwohl das Glucoprotocatechualdehydtetraacetat auch so schon 
eindeutig bestimmt war, wurde auch noch die Molekulargewichtsbestimmung 
nach Eijkmann vorgenommen: 0;0512g Substanz in 10,193 g Phenol 
gelist, gaben 4 = 0,076°, woraus sich ergibt: Molekulargewicht berechnet 
fiir C.,H,,0,. = 468, gefunden = 475,9. 

Es wurde nun noch die optische Untersuchung vorgenommen und 
hierzu die alkoholische Lésung des Tetraacetats verwendet. 0,1016 g 
Substanz wurden in 15 ccm Athylalkohol gelést. Das spezifische Gewicht 
des Athylalkohols bei 11° = 0,8249, das spezifische Gewicht der Lésung 


d = 0,8258. Im 1dm-Rohre zeigte die Lésung eine Drehung « = — 0,25. 
100. 100. 
ll = 100.2 00 . 0,25 _ 495. 


Mmnach ist [«]~ 7 = j.o.d 1.06114. 058 


Um nun zum Glucoprotocatechualdehyd zu gelangen, wurde nach 
dem Vorgange von EL. Fischer (11) und seiner Mitarbeiter das Glucotetra- 
acetat in alkoholischer Lésung mit trockenem Ammoniakgas zu verseifen 
versucht. Es wurde 1g Tetraacetat in 160 cem Athylalkohol suspendiert 
und unter Eiskiihlung mit Ammoniakgas gesittigt. Nach 2 bis 3 Stunden 
trat vollstandige Lésung ein. Im Vakuum wurde der NH, abgesaugt, 
bis auf 20 cem eingeengt und mit Ather versetzt, worauf weiBe Kristalle 
ausfielen, die sehr hygroskopisch waren und haltbar sich nicht gut dar- 
stellen lieBen. Wir kehrten daher zur alten bewahrten Methode der Ver- 
seifung mit Bariumhydroxyd zuriick. 

3g Tetraacetat wurden mit einer Lésung von 10g Bariumhydroxyd 
in 105 cem H,O 24 Stunden bei gewdhnlicher Temperatur stehen gelassen. 
Es wurde dann durch CO, das Barium ausgefillt, das ausgeschiedene 
Bariumcarbonat abfiltriert und der Niederschlag mit Wasser gut aus- 
gewaschen. Die Reste des Ba(OH), im Filtrate wurden dadurch heseitigt, 
daB mit verdiinnter H,SO, neutralisiert wurde. Nach dem Abfiltrieren 
und Behandeln mit Tierkohle wurde im Vakuum bei niedriger Temperatur 
bis zur Trockene eingeengt und der Riickstand mehrmals mit Essigester 
ausgezogen, wobei beim Auskristallisierenlassen schéne, weiBe, hygroskopische 
Nadeln vom Schmelzpunkt 73 bis 74° resultierten. Ausbeute etwa 50%. 
Dieselben waren leicht léslich in Wasser und Alkohol, wenig léslich in Essig- 
ester, unléslich in Benzol, Ather, Aceton und Benzin. 


Bei der Elementaranalyse gaben: 


I. 0,1237 g Substanz 0,2348 g CO, und 0,0610g H,0O. 
II. 0,1392 g > 0,2644g CO, ,, 0,0697g H,O. 


Berechnet fiir C,,H,,O, Gefunden I. IL. 
Pie see wa . 51,98% 51,77% 51,80 % 
Re are ut oo) ee 5,53 % 5,61 % 


13* 
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Die Molekulargewichtsbestimmung wurde mit der Gefrierpunkts. 
erniedrigung nach Beckmann vorgenommen. 0,4810g Substanz in 20 ecm 
H,O gelést, gaben eine 4 = 0,149. Das Molekulargewicht berechnet fiir 
C,,H,,.0O, = 300, gefunden = 298,6. 

Es wurde nun auch das polarimetrische Verhalten der Substanz gepriift. 
0,4810 g Substanz wurden in 20ccm H,O geldst. 


Das spezifische Gewicht des Wassers bei 11° = 0,9996. Das spezifische 
Gewicht der Lésung betrigt d = 1,009. Im 1dm-Rohr zeigte die Lésung 
a = — 0,879. Somit ist 

EE CS a a 100.087 
il" 5 -fo.a Ta im 

Was die Reaktion anlangt, so soll diesbeziiglich noch folgendes erwahnt 
werden. Der Glucoprotocatechualdehyd sowie das Glucoprotocatechu- 
tetraacetat reagieren schwach sauer. .Wahrend Eisenchloridlésung mit 
Protocatechualdehyd eine Griinfarbung gibt, wird der Glucoprotocatechu- 
aldehyd durch dieselbe gelb gefirbt. Das Glucosetetraacetat zeigt dadurch 
keine Veranderung, erst beim langeren Erhitzen gibt die Lésung die blutrote, 
auf Essigsiure hindeutende Farbung. Basisches Bleiacetat gibt sowohl 
mit dem Protocatechualdehyd als auch mit dem Glucoprotocatechualdehyd 
einen gelben Niederschlag, das Tetraacetat zeigt nur eine leichte Triibung; 
durch neutrales Bleiacetat wird nur bei den ersten beiden eine Triibung 
erzeugt, wahrend das Tetraacetat unbeeinflu8t bleibt. Beim vorsichtigen 
Erhitzen in alkalischer Lésung wird Fehling nicht reduziert; nach Spalten 
durch Kochen mit Saure wird sowohl durch das Glucoprotocatechutetra- 
acetat als auch durch den Glucoprotocatechualdehyd Fehling reduziert. 
Durch den Glucoprotocatechualdehyd wird auch eine Reduktion der 
ammoniakalischen Silberlésung erzielt. 


— 36,21. 


Da unser Glucosid linksdrehend ist, so war noch von Interesse, das 
Verhalten desselben gegeniiber Emulsin festzustellen. Dieses wird als 
wertvolles Reagens fiir eine ganze Gruppe von Glykosiden benutzt, da 
alle durch Emulsin spaltbaren Glucoside linksdrehend sind und von der 
d-Glucose sich ableiten. Bourquelot (12) hat ja mit dieser biochemischen 
Methode in verschiedenen Pflanzen den Nachweis iiber das Vorhandensein 
eines Glykosides gefiihrt. 

Bei Behandlung der wasserigen Lésung des linksdrehenden und Fehling- 
sche Légung nicht reduzierenden Glucoprotocatechualdehyds mit Emulsin, 
wobei der von Zemplen (13) angegebene Vorgang eingehalten wurde, zeigte 
es sich, daB das durch Emulsin hydrolysierte Glucoprotocatechualdehyd 
im Polarimeter rechtsdrehend geworden ist und Fehlingsche Lésung 
reduzierte. Es handelte sich also bei diesem Glucoprotocatechualdehyd 
um ein £-Derivat. Im vorliegenden Falle zeigen 0,4810g Glucoprotocatechu- 
aldehyd nach dreitagiger Behandlung mit 0,2239 g Emulsin eine Drehung 
= +0,12°% In dieser Zeit war das Glykosid jedoch noch nicht vollkommen 
aufgespalten. 


Es bleiben nun noch einige Worte beziiglich der Struktur des 
Glucoprotocatechualdehyds zu sagen. Es ist anzunehmen, daB der 
Glucoserest, wie bereits oben bei der Anfihrung der Strukturforme! 
angegeben ist, bei der Hydroxylgruppe, die in Parastellung zur Aldehyd- 
gruppe sich befindet, eingetreten ist. 
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Die Struktur wird sich demnach, wie die nachstehende Formel 
zeigt, darstellen. 
COH 
C 
Hc’ ‘CH 


HC. /cOH 


CO—C,Hy,0; 

Hierfiir spricht das analoge Verhalten anderer derartiger Ver- 
bindungen, auBerdem aber auch die Reaktion des Glucoprotocatechu- 
aldehyds gegen Eisenchlorid. Das Glucoprotocatechualdehyd gibt 
nimlich mit Eisenchloridlésung eine gelbe Farbung, wie die Isovanillin- 
siure und die Glucoprotocatechusiure, wihrend Vanillinsiure eine 
solche nicht gibt. Ein weiterer Strukturbeweis wurde wegen Material- 
mangel nicht vorgenommen. 
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Zur Kenntnis der Glycerophosphatase der Pflanzensamen. |. 


Von 
Antonin Némece. 


(Aus dem biochemischen Institut der Staatlichen Versuchsanstalten fiir 
Pflanzenproduktion in Prag.) 


(Eingegangen am 16. Marz 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die erste Aufgabe, welche ich mir bei den Studien iiber die Glycero- 
phosphatase im Pflanzenorganismus gestellt habe, war zu erforschen, 
wieweit dieses Enzym im Organismus der ruhenden Pflanzensamen 
verbreitet ist. Es hat sich herausgestellt, das die Glycerophosphatase 
in den Pflanzensamen weit verbreitet ist und daB verschiedene Samen 
ein recht verschiedenes Spaltungsvermégen zeigen!). Ich habe damals 
die der Priifung unterzogenen Samen in drei Gruppen geteilt, welche 
annihernd einen verwandten Spaltungsbereich umfaBten, und zwar 
in die vorwiegend stirkehaltigen, welche die geringste Enzymwirkung 
aufwiesen, weiter in die eiweiBreichen Pflanzensamen mit einer mittleren 
und endlich in die fett- bzw. dlreichen Samen, welche die stiarkste 
enzymatische Spaltungsfahigkeit verursachten. 

Schon diese grobe Einteilung der Pflanzensamen nach der Inten- 
sitat der Glycerophosphatwirkung laBt vermuten, daB die chemische 
Beschaffenheit der Reservestoffe des Samens bei der Enzymwirkung 
eine wichtige Rolle spielen kann. Die bei der Autolyse von den Reserve- 
stoffen des Samens freigewordenen Salzionen, Fett- und Amino- 
siuren usw. miissen bei verschiedenen Samen sehr abweichende Reak- 
tionsbedingungen fiir die Enzymspaltung bilden, welche ohne Zweifel 
die Geschwindigkeit der Glycerophosphatspaltung tiefgreifend ver- 
andern miissen. 

Eine der wichtigsten Bedingungen fiir den Verlauf jeder Enzym- 
reaktion ist der schon seit Kjeldahls Zeiten bekannte hervorragende 
KinfluB8 der Aziditit bzw. Alkalitit des Reaktionsgemisches. Dic 
ersten exakten Arbeiten tiber den EinfluB der Aziditat auf die Wirkung 
der Fermente sind von S. P. L. Sérensen®) ausgefiihrt worden, nach- 

1) A. Némec, diese Zeitschr. 98, 94, 1919. 


2) S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 7, 45, 1907; 21, 131, 1909; s. auch 
Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration 1914, 8. 58. 
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dem der Begriff der Aziditat als Wasserstoffionenkonzentration definiert 
war. S6rensen zeigte, daB ein Ferment die gleiche Wirkung ausiibt, 
wenn es sich bei einer ganz bestimmten Wasserstoffionenkonzentration 
befindet, gleichgiltig, durch welchen Puffer die Aziditat hergestellt sei und 
gleichgiiltig, welche Konzentration die anderen Ionen der Lésung haben. 

Die grundlegende Rolle, welche man dem EinfluB der Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf die Wirkung der Fermente zuschreiben mub, 
hat mich veranlaBt, die Beziehungen zwischen dem Sauregrade der 
Samenextrakte und der Glycerophosphatasewirkung naher kennen- 
zulernen. Die ersten orientierenden Versuche wurden derart angestellt, 
daB die Glycerophosphatasewirkung eines und desselben Samen- 
mehles in einer Reihe Glycerophosphatlésungen von verschiedenem 
Schwefelsiuregehalt verfolgt wurde. Auf diese Weise wurden Ver- 
suche mit der Sojabohne und Mais in Substratreihen ausgefiihrt'), 
welche ergaben, daB das Aziditatsoptimum einer etwa n/600 Saure 
entspricht. Aus diesen Versuchen geht weiter hervor, dab die Glycero- 
phosphatase gegen Alkalien sehr empfindlich ist; schon bei geringen 
Konzentrationen Alkalilauge wird die Spaltungsfahigkeit des Enzyms 
stark herabgesetzt bzw. ganzlich verhindert. 


Tabelle I. 
Versuche mit Zea-Mais. 


5g Samenmehl in 100 ccm 1,5proz. Lésung Kaliumglycerophosphat mit 
wechselndem Alkali- bzw. Sauregehalte und 5cem Toluol bei 25°C im 





Brutschrank. 
Kalilauge bew. Schwetels Menge PiOp abgespalten] Kalilauge bzw. Schwefel- Menge P,O;, abgespaltcn 
sdure in 100ccm 00 ccm Lésung nach saure in 100 ccm |} in 100 ccm Lésung nach 
Reaktionsfliissigkeit 48 Stunden Reaktionsflissigkeit | 48 Stunden 
& mg 8 mg 
0,0561 KOH he 0,0815 H, SO, 142,58 
0,0374 18,37 0,1141 156,41 
0,0187 45,93 0,1630 184,34 
0,6062 60,35 0,2445 203,79 
~ 68,00 0.2771 116,99 
0,0081 H, SO, 84,97 0,3097 37,00 
0,0163 90,84 0,3856 24,62 
0,0326 108,19 0,4075 7,91 
0,0489 115,20 





Versuche iiber die natiirliche Aziditit der Samengewebe und ihre Glycero- 
phosphatasewirkung. 

In weiteren Versuchsreihen wurde 1. die natiirliche Aziditat des 
Reaktionsmediums nach der Samenautolyse im Wasser und 2. die 
Spaltungsfihigkeit der Glycerophosphatase verschiedener Samen_ be- 
stimmt. 


1) A. Nemec, Bull. Soc. chim. de France (4) 27, 153, 1920. 
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Tabelle II. 
Versuche mit Glycine hispida. 
5g Samenmehl in 10 ccm Iproz. Kaliumglycerophosphatlésung 
mit wechselndem Gehalte zugesetzter Kalilauge bzw. Schwefelsiure und 
5cem Toluol 48 Stunden bei 25°C im Thermostaten. 





Kalilauge bzw. Schwefel- | Menge POs, abgespalten | Kalilauge bzw. Schwefels | Menge P) Oz, abges palten 
siure in 100 ecm in 100 com Lésung nach sdure in 100 ccm in 160 com Loésung nach 
Reaktionsfliissigkeit 48 Stunden Reaktionsfliissigkeit 48 Stunden 
SS ESR Se ) BEFeAS Ser e Pe eee. 
0,02830 KOH | 56,17 0,1630 H,SO, | 276,85 
_ | 149,26 0,2445 283,87 
0,04075 H, SO, | 189,46 0,3260 | 157,18 
0,0815 229,64 0,4075 41,46 





Die Versuchsergebnisse sind im Diagramm Abb. 1 graphisch dargestellt. 


1. Die Autolysereihen bei diesen Versuchen .wurden folgenderweise 
angestellt: 5 g feingemahlener nichtentschalter Samen wurden mit 100 ccm 
destillierten Wassers gemischt und nach Zusatz von 2 cem Toluol 48 Stunden 

im Thermostaten bei 27°(' 
+ der Autolyse tiberlassen. 
Nach Verlauf von dieser 
Zeit wurde der Versuch 
durch Filtration des Re- 
aktionsgemisches — abge- 
brochen und im abge- 
messenen Teile des Filtrats 
die wasserlésliche Phos- 
phorséure nach der schon 
friiher') angegebenen Me- 
thode bestimmt. Gleich- 
zeitig wurde die Wasser. 
stoffzahl der Fliissigkeit 
mit der kolorimetrischen 
Methode von Michaelis') 
in folgender Weise fest- 

gestellt: © 
6cem des Filtrats 
wurden im Reagenzglas 
ge gg er Te . 9 Ty ee ~~ mit 1 cemeiner der vier In- 
mg KO" pag Sie A eeewagion 6 wig MySl dikatorenstammldsungen 
Abb. 1. (m-Nitrophenol, p-Nitro- 
phenol, »-Dinitropheno! 
und «-Dinitrophenol) vermischt. In der Dauerreihe desjenigen Indi. 
kators, der in der gepriiften Lésung weder ganz farblos, noch maximal 
gelb gefarbt wird, wurde dasjenige Réhrchen herausgesucht, welches die 
gleiche Farbtiefe zeigte, bzw. wurde zwischen zwei benachbarten Réhrchen 
der festen Réhrchenskala interpoliert. Die Verfarbung der Autolyselésung 
wurde durch Einschalten eines weiteren Réhrchens mit 6 ccm der gepriiften 
Fliissigkeit und 1 ccm destillierten Wassers (in dem durch Walpole spezie!! 
fiir die kolorimetrischen Bestimmungen konstruierten einfachen Kolorimeter) 


mg 2 Os 








ausgeschaltet. 


1) L. Michaelis, diese Zeitschr. 109, 165, 1920. 
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2. Die Substratreihen, in welchen die eigentliche Glycerophosphatase- 
wirkung verfolgt wurde, wurden derart angestellt, daB 5g Samenmehl 
mit 100cem Ilproz. Lésung des Natriumglycerophosphats und 2 ccm 
Toluol versetzt wurde; nach 48 Stunden wurde wieder die Enzymwirkung 
durch Abfiltrieren der Fliissigkeit und Ausfillung der freigewordenen 
Phosphorséure mit der ammoniakalischen Magnesiamixtur im aliquoten 
Teile des Filtrats eingestellt. Vorher wurde gleichzeitig die Konzentration 
der Wasserstoffionen mit Hilfe der oben beschriebenen Methode bestimmt. 

Die Resultate dieser Versuchsreihen sind in der folgenden Tabelle III 
zusammengestellt. 


Tabelle III. 


Der Aziditatsgrad verschiedener Samen und die Wirkung 
der Glycerophosphatase. 





Konzentration der Menge PO; in mg, abgespalten in 
| Wasserstoffionen in py, 100 ccm der Reaktionsfliissigkeit 
carers  pliankel naias basen ine 

‘ae reihe vdeo reihe | Differenz 

Hordeum distichum .. | 6,4. 7,3 32,91 | 67,97 35,06 
Pinus silvestris ... . 6,1 7,1 | 15,56 | 58,48 42,92 
Pisum sativum .... 6,3 7,0 35,29 93,13 57,84 
Brassica napus ..... 6,1 6,9 34,57 | 113,54 | 78,97 
Vicia Faba ...... BA 3): 50,00 138,84 | 88,84 
Lens esculenta .... 5,55 6,75 22,90 112,70 89,80 
Triticum sativum ... 5,6 6,7 23,47 128,00 104,53 
Sinapis alba. .... re | eee | 6,7 53,58 156,92 103,34 
Lupinus lutens .... 4,8 5,15 | 31,45 166,63 135,18 
Chelidonium majus .. | 5,65 6,7 | 4668 | 151,18 104,50 
Zea Maye ......./| 6,45 6,65 27,42 137,83 110,41 
Panicum miliaceum ..)| 4,7 66 30,61 136,89 106,28 
Datura Stramonium. ./| 5,4 645 | 42,10 | 180,73 138,63 
Papaver somniferum ., 6,0 6,45 | 38,40 168,19 | 129,79 
Phaseolus vulgaris. .. = 6,0 6,45 | 54,47 194,77 | 140,30 
Linum usitatissimum .| 5,0 | 64 | 8412 | 22663 14251 
Medicago sativa. ... | 50 | | 6,35 || 48,22 198,70 | 150,48 
Nicotiana Tabacum ..) 48 |§ 635 | 51,35 206,25 | 154,90 
Panicum italicum .:;. | 42 | 63 || 40,19 209,44 169,25 
Polygonum fagopyrum. | 58 | 6,1 | 42,60 225,80 183,20 
Lathyrus sativus | 5,7 | 60. |] 4248 222,50 180,02 
Helianthus annuus | 875 | 6,95 || 60,72 244,31 183,59 
Vicia sativa. ..... | 65 | 6,85 36,48 221,97 | 185,49 
Raphanus sativus... 5,4 | 6,7 | 64,81 | 233,90 186,09 
Melilotus officinalis . . | 4,8 5,45 56,39 | 252,35 | 195,96 
Onobrychis sativa. ..| 54 | 5,4 36,23 | 223.11 | 186,88 
Glycine hispida ....)| 44 | 52 46,47 203,09 | 156,62 
Avena sativa ..... | 4,75 485 | 40,44 143,10 | 102,66 
Plantago media. .../| 42 (| 465 | 2472 48,22 | 23,50 





Aus den in der Tabelle III angegebenen Versuchen und aus der 
Azidititskurve in Abb. 2 ist ersichtlich, daB das Aziditatsoptimum 
der enzymatischen Glycerophosphatspaltung durch verschiedene Samen 
in dem Gebiet zwischen p, = 5,5 bis p, = 5,8 liegt. Als Mittel fir 
das Aziditatsoptimum kénnen wir p,, = 5,65 angeben. 
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Die im vorstehenden angegebenen Versuche iiber die Beziehun:-y 
der natiirlichen Aziditat zu der Wirksamkeit der Glycerophosphatase 
sind nun aber aus dem Grunde besonders interessewert, daB hier Samen. 
pulver von verschiedensten Pflanzen als Enzymsubstrat verwendet wid 
die Tiefe der durch diese verursachten Glycerophosphatzersetzungen 
als Funktion der Aziditat des Reaktionsmediums allein ausgedriickt 
werden konnte. Wenn man die Wirksamkeit des Enzyms auf Grund 
der Wasserstoffzahl des Reaktionsgemisches beurteilt, dann tritt die che- 
mische Beschaffenheit des Samens géinzlich in den Hintergrund, denn 
fiir das AusmaB der Glycerophosphatspaltung ist blob der Aziditétsgral 
des Reaktionsgemisches ausschlaggebend. 


mg 3 0z 











Pm 73 21 069686) E 6B Hui i? 56 52 68s Bs 
Abb. 2. 


Die Glycerophosphatasewirkung der Pflanzensamen, unabhdngiy 
von der Samenart, hingt nur von dem p,,-Werte der Reaktionsfliissigkeit 
ab. Auf Grund dieser Versuchsergebnisse ist es nun sehr fraglich, ob 
man bei einer Samenart von einem bestimmten Enzymgehalt iiberhau pt 
zu sprechen berechtigt ist. Wirde die Enzymreaktion durch eine be- 
stimmte, zwar bisher unbekannte, aber chemisch. definierbare Enzym- 
verbindung verursacht, so kénnte man nicht voraussetzen, daB diese 
Verbindung in jedem Samen in einer und derselben Gewichtsmenge 
anwesend ist. Vielmehr wiirde man sich vorstellen, daB verschiedene 
Samen eine verschiedene Gewichtsmenge dieser Substanz (das ist des 
Enzyms) enthalten. Ware dies aber der Fall, d. h. wiirden verschiedene 
Samen eine voneinander verschiedene Menge Glycerophosphatase ent- 
halten, so wire man nicht imstande, in unserem einfachen Zweikoor- 
dinatensystem die Beziehungen zwischen der Aziditait der Reaktions- 
fliissigkeit und der Geschwindigkeit der Glycerophosphatspaltung bei 
Samen verschiedenster Art und Herkunft durch eine verhaltnismibig 
einfache Aziditaitskurve darzustellen, da in unseren Versuchen eine 
weitere Variante, die Gewichtsmenge des Enzyms in den Samen, fiir 
diesen Fall nicht konstant gehalten wiirde. 
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Es muB also in unserem Falle angenommen werden, dab entweder 
verschiedene Samen eine und dieselbe Gewichtsmenge einer chemisch 
definierbaren Enzymverbindung bisher unbekannter Konstitution ent- 
halien, welche Glycerophosphate in Glycerin und ionisierte Phosphate 
spaltet, oder man mu8 die Enzymspaltung auf anderem, nicht rein 
chemischen Wege auffassen. So kann man sich z. B. vorstellen, dab 
die enzymatische Reaktion durch physikalisch-chemische Zustinde der 
Zellenstoffe zustande kommt, welche von dem Azidititsgrade des hete- 
rogenen Systems abhangig sind. 

Wenn man die Enzymreaktion von diesem Standpunkte auffaBt, 
so ist man auch nicht berechtigt, von einer Enzymbildung im Pflanzen- 
organismus zu sprechen. Denn unter Enzymbildung stellt man sich 
eine Gewichtszunahme der in den Pflanzenzellen anwesenden Enzym- 
menge, z. B. wahrend des Uberganges von der Ruheperiode zur Keimung 
des Samens vor. Daf hier die Aziditat die Wirkung der Enzyme tief- 
greifend verandert bzw. reguliert, beweisen die Versuche von A. Bach 
und A. Oparin') iiber die Katalasebildung in keimenden Weizensamen, 
welche unlangst in dieser Zeitschrift publiziert wurden. Die Frage 
der Enzymbildung wahrend des Keimens der Samen habe ich hinsichtlich 
der Beziehungen zwischen dem Aziditatsgrade und der Aktivitat der 
Enzyme eigenen Untersuchungen unterzogen, iiber welche ich spiter 
berichten werde. 

Zu den Versuchen in der Tabelle II] mu8 noch hinzugefiigt werden, 
daB die Aziditatskurve, welche die Beziehungen zwischen der Wasser- 
stoffzahl der Reaktionsfliissigkeit und der Glycerophosphatasewirkung 
darstellt, nur fiir vollwertigen, frisch geernteten, vollig keimfihigen Samen 
giiltig ist. Samen mit abgeschwichter Keimfahigkeit bzw. keim- 
unfahige Samen zeigen eine geringere Enzymwirkung, als man nach 
dem Verlaufe der Kurve erwarten wiirde. Dies kann man aus der 
Tabelle IV ersehen, in welcher Versuche mit alteren Samen der Lupine 
und Rotklee angefiihrt sind. 


Tabelle IV. 


Versuche mit keimungsschwacheren Samen. 





Samenart 
Lupine Rotklee 

Keimungsfahigkeit .. . - | 65% 715% 

Aziditat des Autoly seversuches . Pu = 4,4 | py = 4,3 
Autolysewert des P,O,;. . . | 26,53 mg | 62,51 mg 
Aziditit des Substratv ersuches . Py = 6,0 Pu = 6,1 
Enzymwirkung der Substratreihe 145,44mg P,O, 188.82 mg P,O, 
Glycerophosphatasewirkung. . . 118,91 mg P, ‘0; 126,31 mg P,O,; 


Theoret. erwarteteEnzymwirkung _ etwa 185 mg P, 0 etwa 178 mg P,O, 


A. Bach und A. Oparin, diese Zeitschr. 134, 188, 1922. 
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Das natiirliche Altern des Samens, durch allmahlichen Verlus 
der Keimfahigkeit kundgegeben, wird durch innere chemische Ver. 
anderungen, unter anderem durch Steigerung der Aziditiit der Gewebe 
verursacht. Diese chemischen Veranderungen haben einen destruktiver 
Einflu8 auf den Zustand der Zellenenzyme zur Folge, so daB der Same 
seine enzymatischen Eigenschaften allmahlich verliert. Vdllig keim. 
unfaihige Samen zeigen trotz ihrer Lebensunfaihigkeit eine zwar sehr 
herabgedriickte, aber doch merkbare Glycerophosphatasewirkung, 
wiahrend die Atmungsenzyme praktisch ginzlich inaktiviert sind. 

Die Beziehungen zwischen dem Aziditatsgrade und der Enzym. 
wirkung in nicht vollwertigen, keimungsschwicheren Samen_ bediirfen 
eines weiteren eingehenden Studiums, da die zwei in meinen Versuchen 
vorgekommenen Fille zu keiner endgiiltigen SchluBfolgerung berechtigen. 
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Eine neue titrimetrische Bestimmungsmethode der Ameisensiure. 


Von 
L. Utkin-Ljubowzoff. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie 
des staatlichen Pharmazeutisch-Chemischen Forschungsinstitutes in Moskau. ) 


(Eingegangen am 18. Marz 1923.) 


Im Verlaufe meiner Untersuchungen iiber die Rolle der Ameisen- 
siure bei biochemischen Abbauprozessen der Aminosiuren empfand 
ich es stets als gréBten Ubelstand, insbesondere bei langen Reihen- 
versuchen, daB die Ameisensiure nicht auf volumetrischem Wege 
einfach, rasch und genau bestimmt werden konnte. Derartige Methoden, 
die auf Oxydation der Ameisensiure durch Permanganat, Brom- 
wasser und anderes mehr beruhen, sind allerdings bekannt geworden, 
jedoch ist ihre Anwendung nur bei reinen Lésungen méglich, und 
gerade bei biochemischen Arbeiten kommt es ja darauf an, einzelne 
Bestandteile in Gemischen zu bestimmen, in unserem speziellen Falle 
die Ameisensiure in Destillaten von Harn, Geweben, Bakterien- 
kulturen usw., wo sie stets von anderen fliichtigen Saéuren, Alkoholen 
und dergleichen begleitet wird. Unter solchen Bedingungen hat sich 
nur die bekannte Skalasche Methode bewahrt, bei welcher Sublimat 
durch die Ameisensiure bis zu Kalomel reduziert wird — aus der 
Kalomelmenge wird die Ameisensaure berechnet. Die Skalasche Methode 
wurde verschiedentlichen Modifikationen und Verbesserungen unter- 
worfen!) und kann nun als giinzlich ausgearbeitet betrachtet werden. 
Es ist ganz selbstverstandlich, daB seinerzeit Versuche gemacht worden 
sind, diese gravimetrische Methode in eine volumetrische zu verwandeln 
[Auerbach und Pludemann, Denigés)|; augenscheinlich haben aber 
diese Versuche keine befriedigenden Resultate ergeben, denn diese 
titrimetrischen Methoden haben sich in der Praxis nicht einbiirgern 
kénnen. Ich selbst habe die Methode Auerbach-Pludemanns unter den 
bei meinen am Anfang erwihnten Arbeiten obwaltenden Verhiltnissen 
ausprobiert, bei der die Ameisensiure im Destillat von einer Menge 


1) Fincke, diese Zeitschr. 51, 253, 1913; daselbst Literatur 
2) Zit. nach Fincke, 1. ec. 
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206 L. Utkin-Ljubowzoff: 


anderer Substanzen begleitet wird. Die Methode hat sich als ginzlich 
unbrauchbar erwiesen. Was aber die Methode Denigés’ betrifft. s 
muBte sie fiir biochemische Arbeiten a priori verworfen werden. [jp 
Unbrauchbarkeit beider Methoden wird durch den Umstand erklirt. 
daB sie auf Ricktitrierung des nicht in Reaktion getretenen Sublimates 
beruhen; die bei biochemischen Arbeiten vorkommenden Destillate 
aus Harn, Autolysat usw. geben aber stets mit Sublimat dicke Nieder- 
schlage, die bei der Arbeitsweise nach Skala vor dem Filtrieren durch 
viel Salzsiure gelést werden, das Arbeiten aber nach den erwiihnten 
titrimetrischen Methoden, wo eine stark saure Reaktion unbedingt 
vermieden werden mu, giinzlich unméglich machen. Aus dem (e- 
sagten geht hervor, daB eine volumetrische Modifikation der Skalaschen 
Methode, wenn tiberhaupt méglich, nicht mit der Reaktionsfliissigkcit, 
sondern mit dem Kalomelniederschlag operieren muB. Davon aus. 
gehend, habe ich eine volumetrische Ameisensiiurebestimmung aus- 
gearbeitet, die auf Oxydation des erhaltenen Kalomels beruht: det 
Kalomelniederschlag wird durch eine Jodlésung in Gegenwart eines 
Uberschusses von Jodkali oxydiert, das nicht in Reaktion getretene 
Jod wird mittels Thiosulfat zuriicktitriert. Die Reaktion verliutt 
nach folgender Gleichung: 
Hg,Cl, + J, = HgCl, + Hg J. 

Das sich bildende Salz des zweiwertigen Quecksilbers gibt mit dem 
zugesetzten Jodkali eine komplexe Verbindung Hg J, .2 KJ, wodurch 
einerseits das lastige Ausfallen des roten Quecksilberjodids verhindert 
wird, andererseits durch das Wegriumen des zweiwertigen Queck- 
silbers die Reaktion beschleunigt wird. Die angegebene Methode hat 
sich als sehr brauchbar erwiesen. Sie gibt sehr genaue Resultate, eignet 
sich besonders fiir kleine, einige Milligramm betragende Mengen der 
Ameisensiiure und bedeutet eine entschiedene Vereinfachung der 
Skalaschen Methode, da sie das listige Trocknen zur Gewichtskonstanz 
und also mindestens auch drei Wagungen spart. 

Die ersten Operationen, das Abdestillieren der Ameisensiure und 
die Reduktion von Sublimat, gestaltet sich genau wie bei der gravi- 
metrischen Methode, weshalb es mir erlaubt sei, auf diesbeziigliche 
Einzelheiten nicht einzugehen!). Nach beendeter Oxydation wird zu 
der heiBen Fliissigkeit konzentrierte Salzsiiure (2cem zu 100 ccm 
Fliissigkeit) hinzugefiigt und die Fliissigkeit durch ein kleines Filter 
gegossen. Das Filtrieren der heiBen Fliissigkeit geht auBerst rasch vor 
sich, und nur im Falle eines 500ccm iibersteigenden Volumens empfiehlt 
es sich, den Proze8 durch Platinkonus und Pumpe zu beschleunigen. 
Der Kalomelniederschlag wird einigemal mit heiBem Wasser dekantiert 


1) Fincke, 1. ¢. 


und 

gewa 
in ei 
noch 
sodal 
10 ec 
Stop 
papi 
Kale 
nicht 
abge 
n/10 


und 


bere 
siur 


5 cel 
sur 
n/1¢ 
(),46 
Thic 
zu ¢ 
so | 
volu 
Mog 
zu 
der 


K6l 
dien 
Kal 








san zZlich 
“ifft. s0 
n. Die 
erklirt. 
limates 


Stillate 
Nieder-. 
l durch 
ahnten 
bedingt 
‘m= Ge- 
aschen 
sigkcit, 
mM aus- 
g aus- 
der 

eines 
rretene 
erliuft 


it dem 
durch 
indert 
Jueck- 
le hat 
eignet 
n der 
y der 
istanz 


P und 
oT Aavi- 
gliche 
rd zu 
) cem 
Filter 
h vor 
fiehlt 
‘igen. 
itiert 
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und quantitativ auf das Filter gebracht. Nun wird das gut aus- 
gewaschene Filter nebst Niederschlag vom Trichter abgenommen und 
in einen Erlenmeyerkolben mit gut angepaBtem Gummistopfen oder 
noch besser angeschliffenem Glasstopfen geworfen; das Filter wird 
sodann mit einer genau abgemessenen Menge n/10 Jodlésung und 
10cem 10proz. Jodkalilésung begossen, wonach der mit dem 
Stopfen verschlossene Kolben tiichtig geschiittelt wird, um das Filter- 
papier méglichst vollstiindig auseinanderzufasern. Dabei wird das 
Kalomel oxydiert und geht in Lésung; die ganze Operation dauert 
nicht einmal 5 Minuten. Jetzt wird der Stopfen abgenommen und 
abgespiilt, Starkelésung zugegeben und das iiberschiissige Jod mittels 
n/l0 Thiosulfat zuriicktitriert. Aus den Gleichungen: 

HCOOH + 2 HgCl, = Hg,Cl, + CO, + 2 HCl 
und 

Hg,Cl, + J, = HgCl, + Hg J, 

berechnet sich fiir 1eem verbrauchter n/10 Jodlésung 2,3 mg Ameisen- 
saure. 

Fiir 10 mg der zu erwartenden Ameisensiure miissen mindestens 
seem n/10 Jodlésung genommen werden. Bei sehr geringen Ameisen- 
siurewerten (nicht iiber 10 mg) ist es vorteilhaft, mit n/50 und 
n/100 Thiosulfatlésung zuriickzutitrieren, dann entspriche 1 ccm Jod 
0,46 baw. 0,23 mg HCOOH. Da der Umschlag auch noch bei solcher 
Thiosulfatverdiinnung sehr scharf ist, was ja die jodometrische Methode 
zu einer der genauesten Methoden der quantitativen Analyse macht, 
so bedeutet das Ausklingen der Ameisensiurebestimmung in einer 
volumetrischen Jodbestimmung einen entschiedenen Vorteil. Die 
Méglichkeit, noch Bruchteile eines Milligramms mit geniigender Scharfe 
m bestimmen, nihert die Methode einer mikrochemischen Methode 
der quantitativen Analyse. 

Zum Schlu8 mégen einige Analysen als Belege dienen: 

I. Es wurde eine etwa 3proz. Ameisensiurelésung hergestellt. In drei 
Kélbehen werden je 3ccm dieser Lésung eingetragen. Zwei Kélbchen 
dienen zum titrimetrischen, eins zur gravimetrischen Bestimmung. Zur 
Kalomeloxydation wurden je 5 ccm n/10 Jodlésung genommen. 

1. Zur Riicktitrierung wurden 4,9cem n/50 Na,S,O, verbraucht. 
In Reaktion getreten 20,1 ccm. 

2. Zur Riicktitrierung wurden 5,0cem n/50 Na,S8,O, verbraucht. 
In Reaktion getreten 20,0cem. Im Mittel 20,05 cem. Dieses ergibt: 
20,05 x 0,46 = 9,22 mg HCOOH. 

3. Die gravimetrische Bestimmung ergab 94,0mg Hg,Cl,. Dieses 
ergibt: 94,0 x 0,0977 = 9,18mg HCOOH. 

Die azidimetrische Gehaltsbestimmung der Lésung an Ameisensaure 
ergab fiir 10 cem — 6,70 cem n/10 NaOH. Dieses ergibt: on ale a 


= 9,25 mg HCOOH. 
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If. 4g Trockenhefe wurden in 50ccm Wasser fiir 24 Stunden der 
Autolyse bei 37° unterworfen. Das Autolysat wurde in zwei Teile getw (lt: 
zu einem Teil (1) wurden 10 ccm Ameisensaure, enthaltend 35,4 mg Ameisen. 
siure, hinzugegeben. Beide Portionen wurden der Wasserdampfdestillat ion 
nach Fincke unterworfen, die Ameisenséure jodometrisch bestimmt. 

1. Der Kalomelniederschlag wurde mit 20cem n/10 J behande!lt; 
zur Riicktitrierung wurden 4,15 ccm n/10 Na,S,O, verbraucht; in Reaktion 
getreten 15,85 ccm. Dieses ergibt: 15,85 x 2,3 = 36,5mg HCOOH. 

2. Der Kalomelniederschlag mit 3cem n/10 J behandelt; zur Riick. 
titrierung werden 12,9 ccm n/50 Na,S,O, verbraucht; in Reaktion getreten 
2,lcem. Dieses ergibt: 2,1 x 0,46 = 0,97 mg HCOOH (rund 1 mg). 

Somit wurde die zugefiigte Ameisensiure mit 36,5 — 1,0 = 35,5 mg 
gefunden. 
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Hugo Haehn und Heinrich Schifferdecker. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe zu Berlin.) 
(Eingegangen am 22. Marz 1923.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 
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210 H. Haehn u. H. Schifferdecker: 


Einleitung: 
Stand der Vitaminforschung in girungschemischer Hinsicht. 


Seit der Entdeckung der akzessorischen Nahrungsstoffe, der 
sogenannten Vitamine, war das Bestreben der Forscher dahin gerichitet. 
den kostspieligen und zeitraubenden Tierversuch durch einfachere und 
billigere Methoden zum Nachweis dieser fiir die lebenden Organismen 
so wichtigen Stoffe zu ersetzen. Besonders war es die durch die Vitamine 
an Hefen hervorgerufene Wachstumsbeschleunigung und Giarungs. 
aktivierung, die man fiir diese Zwecke zu verwerten versuchte. Dem 
gréBeren Teil der modernen Arbeiten auf diesem Gebiete lag dabei 
im wesentlichen die Einteilung der Vitamine und der ihnen wesens. 
verwandten Biokatalysatoren zugrunde, die von Euler und M yrbiick') 
in einer Arbeit tiber Vitamine und Co-Enzyme aufgestellt worden war. 
Die beiden Forscher unterscheiden dabei folgende Klassen: 


Vitamin A (fettléslich): antirachitisch wirksam. 
Vitamin B (wasserléslich): antineuritisch wirksam. 
Biokatalysatoren B: BI wachstumsférdernd, 
B II garungsvermehrend, 
B III girungsvermehrend (Hardens Co-En- 
zym). 
Vitamin C: antiskorbutisch wirksam. 


Es soll hier gleich darauf hingewiesen werden, daB der Biokataly- 
sator BIII, das Hardensche Co-Enzym, streng genommen als Teil 
der Zymase, also als Fraktion eines eigentlichen Enzyms unter den 
Biokatalysatoren nichts zu suchen hat, zumal es Tholin (s. weiter unten) 
gelungen ist, das Co-Enzym von den es begleitenden Biokatalysatoren 
zu trennen. f 


Die bisher auf dem Gebiete der Vitamin- und Biokatalysator- 
forschung in garungschemischer Hinsicht gemachten Arbeiten lassen 
sich ohne weiteres in zwei Gruppen teilen, von denen die eine die Unter- 
suchung der Wirkung dieser Stoffe gegeniiber von lebenden Hefen 
zur Aufgabe hat, wahrend die andere mehr darauf Wert legt, diese 
Wirkung an zellfreien, leblosen Zymasepraéparaten zu studieren. Die 
exakte Wissenschaft ist bestrebt, die Wirkung von Stoffen, die gewisse 
Lebensvorginge beeinflussen, durch eine leicht definierbare Wirkung 
auf die in Betracht kommenden Enzyme selbst, getrennt von jeder 
vitalen Erscheinung, zu erkliren und dadurch den jeweils zugrunde 
liegenden physikalischen und chemischen Gesetzen naiher zu kommen. 
Das Studium der in Frage kommenden Literatur ergab nun aber die 


1) Huler und Myrbdck, diese Zeitschr. 115, 156, 1921. 
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Tatsache, daB der Einflu8 von; Biokatalysatoren bzw. Vitaminen, wie 
sie in Hefeextrakten enthalten sind, gegeniiber von ,,freier Zymase™, 
d. h. von Zymase, die von den vitalistischen Funktionen der Hefezelle 
getrennt ist, bisher noch sehr unvollstandig charakterisiert worden ist. 


Frénkel und Schwarz'), die die Wirkung von Vitaminen auf lebende 
Hefe studierten, wiesen schon darauf hin, da8 die durch diese Stoffe hervor- 
gerufene Garungsaktivierung, die mit einer Zunahme des Wachstums 
parallel ging, in einer andauwernden Akzeleration des Garprozesses zum Aus- 
druck kam und nicht nur in einer voriibergehenden Beschleunigung der 
Angarung, wie sie ja auch durch die meisten bekannten chemisch definierten 
organischen und anorganischen Girungsstimulatoren bewirkt wird. Auch 
Abderhalden®) hat die akzelerierende Wirkung von alkoholischem Hefe- 
extrakt gegeniiber der Gartatigkeit frischer und getrockneter Hefe studiert 
und eine bedeutende Vermehrung des Giarumfanges, d. h. der Gesamt- 
kohlenséureentwickelung feststellen kénnen. Leider war dabei nicht beriick- 
sichtigt, daB die Haupteigenschaft des Hefeextraktes, namlich die starke 
Férderung des Hefewachstums und die Vermehrung der Zellen sowohl 
bei frischer wie bei getrockneter Hefe — diese enthalt ja bekanntlich 20 
bis 30% noch lebensfahiger Zellen — den Hauptanteil an dem beobachteten 
Resultat haben mu8. Infolgedessen wird die Charakterisierung der Extrakt- 
wirkung auf die Garungsenzyme selbst unméglich, zumal auch iiber den 
Gehalt an Co-Enzym, das nach der Art der Herstellung des Extraktes 
darin enthalten sein diirfte, nichts gesagt worden ist. 


Trotz der erwahnten Hinweise auf eine ganz bestimmte Eigenschaft 
der Biokatalysatoren, nimlich der durch sie bewirkten Gdrumfang- 
vergréBerung, ist auch bei den sonstigen Untersuchungen der biokata- 
lysatorischen Wirkung gegeniiber von Enzympraparaten, wie Trocken- 
hefe, PreBsaft und Mazerationssaft, niemals der Verlauf der gesamten 
Gérung bis zu ihrem natiirlichen Ende beobachtet worden, und zwar 
unter Bedingungen, die die Enzymwirkung allein und nicht in Ver- 
bindung mit Wachstumserscheinungen zur Geltung kommen lieBen*). 


Denn auch die Methoden der anderen in dieser Richtung arbeitenden 
Forscher wie Huler und Myrbdck*), sowie Tholin®) und E. Lindberg*), waren 
so angeordnet, da8 nur der wihrend einer kurzen Angirungszeit (2 bis 
6 Stunden) erzielte Effekt zur Charakterisierung der biokatalysatorischen 
Wirkung nach Qualitaét und Quantitét benutzt wurde. 


1) Frankel und Schwarz, diese Zeitschr. 112, 203, 1920; 126, 189, 1920. 

2) Abderhalden, Fermentforschung 2, 120, 1919; 8, 44, 1920. 

%) Bei Trockenhefen und Mazerations- und Pre®Ssiften sind naimlich 
die Wachstums- und Zellvermehrungserscheinungen nur durch richtig 
dosierte Toluolzugaben zu unterdriicken, wobei dann nur noch die freie 
Zymase der toten Zellen bzw. des Zellsaftes in Aktion tritt. 

4) Euler und Myrbdck, H. 114, 4 und H. 115, 156, 1921. 

5) Tholin, H. 115, 235, 1921. 

%) HE. Lindberg, diese Zeitschr. 182, 110, 1922. 
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Nun ist aber die Angdrung nur dann ein MaBstab fiir die gesamte 
Garkraft einer lebenden Hefe, wenn diese keine ,,freie Zymase‘‘!) jp 
den Versuch mitbringt (z. B. bei der Triebkraftbestimmung mit 
Rasse XII und M des Instituts fiir Girungsgewerbe). 

Aber auch bei Hefepriparaten, denen keine vitalistischen Funk. 
tionen mehr innewohnen und die nur mittels ,,freier Zymase“ wirken, 
ist die Angdrung durchaus kein Mafstab fiir ihre gesamte Garkraft 
und gestattet keinerlei maBgebende Schliisse auf den weiteren Verlauf 
der Garung, denn erstens spielen in den ersten Stunden der Garung 
Lésungs- und Quellungs- und Diffusionserscheinungen eine Rolle, die 
den Giarverlauf in unkontrollierbarer Weise beeinflussen, und dann 
ist die Wirkungsdauer des Zymasekomplexes ganz von der jeweiligen 
Menge der Enzyme abhangig, die eine zerstérende Wirkung den Girungs. 
enzymen gegeniiber entfalten kénnen. Dies sind vor allem der eiwei§. 
spaltende Endotryptasekomplex und die ester- und fettspaltenden 
Lipasen, von denen jener nach Buchner und Hahn?) eine stark zymase- 
zerstérende Wirkung ausiibt, wihrend diese nach Buchner und Haehn?) 
das Co-Enzym vernichten. 

Es kommt demnach darauf an, den ganzen Verlauf der Garung 
bis zu ihrem natiirlichen Ende -zu verfolgen, wenn man biokataly- 
satorische Wirkungen qualitativ und quantitativ erfassen und charak- 
terisieren will. Und da es nun, wie schon eingangs erwihnt, das Be- 
streben der Wissenschaft sein mu, eine Beeinflussung von Lebens- 
vorgingen auf einfache chemische oder physikalische Wirkungen 
zurickzufihren, so muB zunichst der Hauptwert darauf gelegt werden, 
die vorliegenden Biokatalysatorpraparate in ihrer Wirkung auf von 
allen vitalistischen Funktionen getrennte tote Zymasepraéparate zu studieren. 
Damit erfolgt eine reinliche Scheidung zwischen vitalistischen und 
avitalistischen Vorgingen, ein prinzipieller Unterschied, der in dieser 
Weise nicht immer scharf zum Ausdruck gebracht wird. Zunichst 
wird dadurch die Zahl der in dem Biokatalysatorkonglomerat vor- 
handenen Stoffe wieder um eins vermindert, denn das wachstums- 
beschleunigende Agens BI fallt toten lebensunfaihigen Priparaten 


1) Unter freier Zymase wird nach den heutigen Anschauungen der Teil 
des Enzyms verstanden, der schon vom Protoplasma losgelést ist und als 
solcher durch Fixierung mittels wasserentziehender Mittel in Aceton- 
dauerhefe oder durch Toluolisierung von Trockenhefe sowie von Preb- 
und Mazerationssaft nachgewiesen werden kann. (F. Hayduck und H. Haehn, 
Das Problem der Zymasebildung in der Hefe, diese Zeitschr. 128, 570, 1922.) 
Diese von vornherein freie Zymase kann natiirlich schneller auf das Substrat 
einwirken, als wenn sie erst vom Protoplasma gelést baw. neu gebildet 
werden muB. 

*) Buchner und Hahn, Die ,,Zymasegirung“. 

8) Dieselben, diese Zeitschr. 26, 171, 1910. 
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gegentiber fort, und es bleibt allein das gdrwngsbeschleunigende Agens 
Bil, das aber jetzt in einem vollkommen avitalistischen Milieu 
auch nicht mehr mit dem Ausdruck Biokatalysator, der die Beein- 
flussung eines Lebensvorganges voraussetzt, bezeichnet werden kann. 
Man kann nur noch von einem Zymasekatalysator sprechen, der 
nunmehr in seinen Eigenschaften in der vorliegenden Arbeit charak- 
terisiert werden soll. Der Hefesaft, der als Zymasekatalysatorpraparat 
verwendet wurde — er wird durch mehrstiindiges Kochen frei von 
(‘o-Enzym hergestellt — wurde aus spiter noch anzufiihrenden Griinden 
Schutzsaft genannt. Ob und inwieweit dieses Priparat noch eigentliche 
Vitamineigenschaften aufweist und ob diese Vitamineigenschaften mit 
den hier festzulegenden Schutzsafteigenschaften bis zu einem gewissen 
Grade identisch sind, geht tiber den Rahmen der Arbeit hinaus und 
hat auch nur allgemein physiologisches Interesse. Die Méglichkeit 
mu dieser Identitat ist jedenfalls gegeben, denn man kennt Vitamin- 
priparate, die bis zu einem gewissen Grade thermostabil sind. 

So hat z. B. Bachmann') gefunden, daS Citronensaft ein Erhitzen 
von 2 Stunden bei 115°C vertragt, ohne seine Vitamineigenschaften einzu- 


biiBen, wogegen Chick und Hume?) fanden, da® bei Erhitzen von Hefesaft 
wahrend 2 Stunden auf 122° Destruktjon der Vitamine eintritt. 


I. Teil. 


Girungskatalysatoren aus Hefesiften als girumfangvermehrende Stoffe, 
charakterisiert durch ihre antiproteolytischen zymaseschiitzenden Eigen- 
schaften. 


A. Allgemein Experimentelles. 

Die Grundlage fiir die Herstellung eines geeigneten Girungs- 
katalysatorpraparates bildete die von Tholin*) und schon friher von 
Buchner und Haehn*) angegebene Zerstérung des Co-Enzyms im ge- 
wohnlichen Hefekochsaft durch mehrstiindiges Kochen und durch 
andere Eingriffe chemischer Art. Tholin konnte an einem Vitamin- 
praparat aus Hefeextrakt nachweisen, da8 durch mehrstiindiges Kochen 
das Co-Enzym villig inaktiviert werden kann, waihrend die Garungs- 
katalysatoren nicht wesentlich darunter gelitten hatten. Tholin hat 
aber auch nur eine kurze Aktivierung der Angdrung festgestellt, den 
weiteren Garverlauf jedoch unberiicksichtigt gelassen. Seine Annahme, 
er habe als erster die Thermostabilitit des Co-Enzyms untersucht, 
ist jedoch irrig, denn schon zehn Jahre friiher haben Buchner und 


1) Bachmann, nach Tholin, H. 115, 156. 

2) Chick und Hume, Proc. Roy. Soc. London, Series B., 90, 60. 
3) Siehe weiter oben. 

4) Siehe weiter oben. 
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Haehn in der soeben zitierten Arbeit diese Eigenschaft des Co-Enzyms 
zum Zwecke der Isolierung einer Antiprotease studiert. 

Bei der vorliegenden Arbeit kam es darauf an, nicht nur die kata. 
lysatorischen Eigenschaften einer Fraktion des Hefekochsaftes zu unter. 
suchen, wie dies in der Tholinschen Arbeit der Fall ist, sondern méglichst 
alle im Kochsaft vorhandenen Stoffe gegeniiber von Zymasepriparaten 
zur Wirkung zu bringen. Es sollte deshalb der Hefekochsaft direkt 
durch geeignete Methoden in den Co-enzymfreien ,,Schutzsaft‘' ver. 
wandelt werden. Dieser sollte dann auf Zymasepriparate zur Wirkung 
gebracht und in seinen Eigenschaften waihrend des ganzen Girverlaufes 
der Zymasegirung studiert werden, um hieraus zu Schliissen auf dic 
spezifischen Eigenschaften dieser aktivierenden Stoffe gelangen 2 
kénnen, Eigenschaften, mittels deren sie eine den Umfang der Zymase- 
garung vergréBernde Wirkung ausiiben. Nur auf diese Weise ist auch 
diese Wirkung quantitativ zu erfassen, da sie durch das natiirliche 
Ende der Garung einen nicht willkirlich herbeigefiihrten Abschluf 
findet. 

Die Messung von Garungsvorgiingen geschah bisher im allgemeinen 
auf zwei Wegen. In dem einen Falle (Rubner, Die alkoholische Girung 
der Hefezelle) wird der kalorimetrische Effekt, der wihrend der Girung 
auftritt, quantitativ festgelegt, und im anderen, dem gebrauchlicheren, 
wird die entstandene Kohlensiuremenge entweder gravimetrisch oder 
volumetrisch gemessen. Nur die zweite Art, die Messung der Kohlen- 
sdiuremenge, kommt hier in Frage, da sie den besten Einblick in die 
Garungsvorginge als solche gestattet, wihrend bei der anderen Methode 
auch Nebenreaktionen, wie Invertasewirkung bei der Anwendung 
von Rohrzucker als Garsubstrat, sowie Endotryptase- und Lipase- 
wirkung in Erscheinung treten kénnen. 

Nun war bisher in der Mehrzahl der Arbeiten die volwmetrische 
CO,-Messung benutzt worden, wobei die entwickelte CO, in graduierten 
Zylindern aufgefangen und gemessen wird. Die Methode gestattet 
ein fortlaufendes Verfolgen der Angirung, reicht aber in der benutzten 
Anordnung fiir lange Giarzeiten nicht aus. Diese Methode konnte um 
so eher verlassen werden, als es darauf ankam, die gesamte Giarung, 
die bis zu 8 x 24 Stunden dauern konnte, zu verfolgen. Hierfiir eignet 
sich besser die auch von FE. Buchner stets benutzte gravimetrische 
Methode, wobei die Garung in 100-ccm-Erlenmeyerkdlbchen, mit 
Meiselschem Ventil verschlossen, im Thermostaten vor sich geht und 
taglich die entwickelte CO, als Gewichtsdifferenz bestimmt wird. Dic 
Genauigkeit der Versuchsanordnung und der Resultate steht der 
volumetrischen Methode wohl kaum nach, vor allem deshalb nicht. 
weil es hier nicht darauf ankam, absolut richtige Werte, sondern richtige 
Vergleichswerte zu erhalten. Stets angesetzte Parallelversuche dienen 
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yur nétigen Kontrolle und lassen Irrtiimer und Trugschliisse nicht in 
Erscheinung treten. Die Girung geht stets in einem Thermostaten 
yor sich, der konstant auf 22°C gehalten wird, was der optimalen 
Temperatur fiir die Zymase im Hefeprefsaft entspricht. Bei einigen 
Versuchen, die auf das Studium der Endotryptasewirkung und ihres 
Antienzyms wahrend des Girverlaufs hinzielten, wurde ausnahms- 
weise eine héhere Temperatur fiir die Gaérung gewahlt, um dem Endo- 
tryptaseoptimum naher zu kommen. 

Die Hefepraparate, die bei den Versuchen zur Anwendung kamen, 
wurden stets aus untergirigen Brauereihefen hergestellt. Verwendet 
wurden U-Hefen der Versuchs- und Lehrbrauerei (V. L. B.), der 
SchultheiBbrauerei und der Brauerei Ponarth. Den Brauereien sei 
an dieser Stelle fiir die bereitwillige Uberlassung. geeigneter Hefen 
aufrichtiger Dank gesagt. 

Die verwendeten Priparate waren die folgenden: 


I. Zymasepraparate. 

1. Trockenhefe nach v. Lebedew (Vorschrift im Lehrbuch v. Huler 
und Lindner). 

2. Acetondauerhefe nach HZ. Buchner (,,Zymasegarung*). 

3. Mazerationssaft nach v. Lebedew (,,Euler und Lindner‘‘). 

4. PreBsaft nach H. Buchner (,,Zymasegirung**). 

Auf einzelne Besonderheiten der Herstellung und der Verwendung 
wird bei der Besprechung der Versuche selbst zuriickzukommen sein. 


II. Aktivator- und Katalysatorpraparate. 

1. Diverse organische und anorganische Salze, Siuren und Basen. 

2. Kochsaft nach der iiblichen Methode durch Kochen und Ab- 
pressen von abgenutschter frischer Hefe erhalten. Er dient als Co- 
Enzympriparat und wurde in verschiedenen Konzentrationen erstens 
normal und zweitens auf die Halfte eingedampft verwendet. 

3. Der ,,Schutzsaft‘‘ genannte Kochsaft, in dem durch etwa 
siebenstiindiges Kochen am RiickfluB8kiihler das Co-Enzym zerstort 
ist, wohingegen die zu untersuchenden Katalysatoren noch erhalten 
sind. Ebenfalls in mehreren Konzentrationen verwendet. 

4. Aus dem Filtrat ausgewaschener Acetondauerhefe hergestellter 
Koch- bzw. Schutzsaft. 

Zur Priifung auf den Co-Enzymgehalt von normalen Kochsaften 
oder auf die mehr oder weniger vollstiindige Zerstérung des Co-Enzyms 
im Schutzsaft wurde noch ein véllig Co-enzymfreies Zymasepraparat 
gebraucht. Drei Methoden standen zur Auswahl: 1. ausgegorener 
HefepreBsaft, der nach etwa 3 x 24stiindiger Garung noch eigentliche 
Zymase enthalt, dessen Co-Enzymgehalt aber erschépft ist; 2. durch 
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Dialyse Co-enzymfrei gemachter PreBsaft und 3. ausgewaschene Aceton. 
dauerhefe. 

Das erste Praparat muBte zunichst ausscheiden, aus Griindep, 
die mit enzymatischen Eigentiimlichkeiten der Nachkriegshefen 2). 
sammenhingen und die im zweiten Teil der Arbeit naher beleuchtet 
werden. Praparat 2 kam teils aus demselben, teils aus experimentelley 
Griinden nicht in Betracht. 

Es wurde infolgedessen folgender Weg beschritten: Immer je 
2 g Acetondauerhefe wurden mit 40 com H,O aufgeschlammt und unter 
haufigem Schiitteln 30 Minuten stehen gelassen. Dann wurde ab. 
filtriert und noch vier- bis finfmal mit H,O ausgewaschen. Es resul. 
tierte ein praktisch véllig Co-enzymfreies Priparat, das zur Sicherheit 
jedesmal in einem Kontrollversuch auf diese Eigenschaft hin gepriift 
wurde, 

Als Substrat fiir die Girung wurde stets Rohrzucker verwendet. 
Und zwar konnte dies ohne Bedenken geschehen, da experimentell 
festgestellt wurde, da auch in bezug auf das Co-Enzym viéllig aus. 
gewaschene Acetondauerhefe genug Invertase besaB, um den Rohr. 
zucker glatt zu invertieren. Unterschiede in der Vergirungsgeschwindig- 
keit zwischen Traubenzucker und Rohrzucker konnten hierbei nicht 
nachgewiesen werden (Tabelle I). AuBerdem zeigte eine 24 Stunden 
mit ausgewaschener Acetondauerhefe gelagerte Rohrzuckerlésung eine 
starke Invertzuckerreaktion mit Fehlingscher Lésung. 

Besonderer Wert muBte auf die Sterilitdt simtlicher Versuche 
gelegt werden, ein Punkt, der in den bisherigen Arbeiten meist viel 
zu wenig beriicksichtigt, hier aber schon aus dem Grunde duberst 
wichtig war, weil die Garversuche sich zum Teil bis zu 8 x 24 Stunden 
ausdehnten und einer etwaigen Infektion reichlich Zeit zu unerwiinschter 
Auswirkung gegeben war. Jede Zelltatigkeit muBte von vornherein 
ausgeschaltet werden. Garantiert wurde diese Forderung 1. durch 
reichlichen Toluolzusatz zu simtlichen Versuchen. Auf 20 ccm Fliissig- 
keitsvolumen 15 Tropfen Toluol, kraftig durchgeschiittelt und dieses 
Schiitteln taglich einmal wiederholt. 2. Bei den besonders zur Infektion 
und zur Zellvermehrung neigenden Pref- und Mazerationssiften aufer- 
dem durch hohe Zuckerkonzentration, die im allgemeinen 40% betrug, 
wobei eine Zellvermehrung schon aus diesem Grunde nicht mehr in 
Frage kam. Dazu trat dann noch der Toluolzusatz. Mikroskopische 
Stichproben zeigten in bezug auf Infektion stets negatives Ergebnis. 
‘Da es nicht méglich ist, zur Charakterisierung der benutzten 
Koch- und Schutzséfte und zur Zusammenstellung von durchaus not- 
wendigen Vergleichszahlen der aus verschiedenen Rohmaterialien her- 
gestellten Priaiparate chemische Konstanten festzustellen, muB man 
sich darauf beschriinken, hierzu physikalische Methoden zu verwenden 
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Tabelle I. 


Nachweis der Invertase in ausgewaschener Acetondauerhefe 
und der Gleichwertigkeit des Rohrzuckers mit der Glucose 
bei der Priifung dieser Hefe auf Co-Enzymgehalt und 
Reaktivierbarkeit. 


Versuchsbedingungen: 2g Acetondauerhefe aus U 5 (V.L.B.). 4g Rohr- 
zucker bzw. Glucose. Garvolumen 20 ccm. Zusatz von 15 Tropfen Toluol. 














Entwickelte CO, in g 


| 





dasu nach Stunden Gesamt 





nach 
24 Std. [4g as ee 
a A ST a 0 re nr nn — = = area. ini — Li 
1. Ausgewaschene Acetondauerhefe | 0,02 001 | — 0,03 
+ 20ceem H,O + Rohrzucker | 0,01 0,01 | — | 0,02 
2. Ausgewaschene Acetondauerhefe | | 
+ 10com Kochsaft + 10cemH,O | O13 | O10 O12 | 0.35 
+ Rohrzucker ’ ? ’ i? 
3. Acetondauerhefe + 20ccm H,O | 0,24 020 008 052 
+ Rohrzucker | 0,23 0.17 | 0,09 | 0,49 
4. Ausgewaschene Acetondauerhefe 4 9) | 001 
+ Rohrzucker + 20cem H,O | oo Shs Vee. 001 
+0,15g Phosphat, py 5,8 ay GOT. BORGES - hp 
5. Ausgewaschene Acetondauerhefe i 140 Std. 
+ Rohrzucker + 10cem Kochsaft | 0,08 011 | 009 | 0,42 
+ 10cem Schutzsaft+-0,15gPhos- 0,09 010 | 0,09 0,39 
phat 
6. Ausgewaschene Acetondauerhefe | 
+ Traubenzucker + 10cem Koch- | 0,08 011 | 010 | 043 
saft + 10cem Schutzsaft + 0,15 g | 0,08 0,10 0,08 0,38 
Phosphat | 


Versuch 1 und 4: Die ausgewaschene Acetonhefe ist Co-enzymfrei. 
+ 2: Reaktivierbarkeit durch Kochsaft. Nachweis der Invertase. 
‘a 3: Garkraft der unausgewaschenen Acetondauerhefe (Kon- 


trolle). 
‘ 5 und 6: Rohrzucker und Traubenzucker sind gleichwertig. 


und zu versuchen, hieraus einen Einblick in etwa vorhandene Ver- 
schiedenheiten der einzelnen Praparate und ihre beim Girverlauf 
mégliche Auswirkung zu erhalten. Vor allem muBten die physikalischen 
Kigenschaften der Katalysatorpriparate, also der Koch- und Schutz- 
sifte, festgelegt werden. Zu diesem Zwecke wurden bei einer groBen 
Anzahl der verwendeten Kochsiafte Messungen ihrer Oberflichen- 
spannung vorgenommen. Die Messungen erfolgten mittels des T’raube- 
schen Stalagmometers, das einen Wasserwert von 122 Einheiten auf- 
wies. Die Werte fiir die Kochsifte schwankten nur in geringen Grenzen, 
nimlich zwischen 72 und 76 Einheiten, so daB in dieser Hinsicht ein 
recht gut vergleichbares Material vorlag. Die Hefesifte zeigten demnach 
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eine recht erhebliche Kapillaraktivitat, die sich auch durch mehrstiindiges 
Kochen zur Herstellung von Schutzsaft nicht merklich anderte. 


Wichtiger war die Feststellung der jeweiligen Wasserstoffionen- 
konzentration. Nach Euler [Chemie der Enzyme I}*) und Fodor [Das 
Fermentproblem]?) sind es vor allem zwei physikalische GréBen, die 
die Enzymtiatigkeit in hohem Grade beeinflussen: die Oberflichen- 
krafte, die in einer Enzymlésung zur Wirkung kommen kénnen und 
eng mit dem Kolloidzustand des Milieus zusammenhingen, und dic 
elektrolytische Dissoziation der Enzyme. Die zur Entfaltung gelangenden 
Oberflachenkriafte in irgend einem Enzyme enthaltenden Milieu sind 
nach den Ergebnissen der Kolloidforschung von dem Dispersionsgrade 
der suspendierten Teilchen durchaus abhangig, so da die Enzym- 
wirkung schon allein durch Verinderung des Dispersitatsgrades stark 
beeinfluBt werden kann und daher ausflockende bzw. peptisierende 
Einfliisse vermieden werden miissen. 


Die elektrolytische Dissoziation der Enzyme*) (Huler, Chemie der 
Enzyme; Michaelis und Rothstein; Michaelis und Davidsohn), die als 
amphotere Elektrolyte anzusehen sind, hangt wieder von der Wasser- 
stoffionenkonzentration der Lésung ab, in der sie sich befinden, und 
ist je nach der Art des Enzyms verschieden. Nach Michaelis ist der 
wirksame Fermentbestandteil entweder der ionisierte Teil desselben 
oder der Dissoziationsrest, jeweilig bestimmt durch die individuelle 
Konstitution des Enzyms. 


Die Zymase wird nur innerhalb verhiltnismaBig weiter Grenzen 
von der H-Ionenkonzentration beeinfluBt; waihrend z. B. den eiweil- 
abbauenden Enzymen der Hefe, deren genaue Kenntnis wir Dernby 
verdanken*), fiir ihre Wirksamkeit verhaltnismaBig enge Grenzen 
in bezug auf die Variabilitét der Wasserstoffzahl ihres Wirkungsmilieus 
zur Verfiigung stehen. Da nun gerade diese eiweiBabbauenden Fermente 
der Hefe: das Pepsin, die Tryptase und die Ereptase eine auBerordentlich 
wichtige Rolle bei der Zymasegirung, und zwar hauptsachlich bei der 
zellfreien Giarung spielen, wo ihnen in ihrer zymasezerstérenden Eigen- 
schaft keine natiirlichen Hemmungen durch Grenzflichen, Kolloid- 
aggregate und Zellwinde entgegenstehen, so war es notwendig, die oft 
auftretenden Schwankungen in der Wasserstoffionenkonzentration in 
ihrer Auswirkung zu unterbinden und dadurch unkontrollierbare Ein- 
fliisse auf den Verlauf der Garung auszuschalten. 


1) Verlag J. F. Bergmann, Miinchen und Wiesbaden 1920. 

2) Verlag Theodor Steinkopff, Dresden und Leipzig 1922. 

8) Euler, Chemie der Enzyme Bd. 1. Michaelis und Rothstein. Michaelis 
und Davidsohn, diese Zeitschr. 110, 217, 1920. 

*) Dernby, diese Zeitschr. 81, 106, 1917. 
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Die Wasserstoffionenkonzentration wurde in fast allen in Frage 
kommenden Gemischen nach der Michaelisschen Indikatorenmethode') 
bestimmt. Gelegentliche Vergleichsmessungen auf elektrischem Wege 
zeigten praktisch keine Abweichungen von den gefundenen Werten. 
Die natirliche Pufferung der zu messenden Hefesifte, herbeigefiihrt 
durch den erheblichen Gehalt an primaren und sekundiren Phosphaten, 
Eiwei8kérpern und deren Abbauprodukten, ist so gut, daB stets die 
gur einwandfreien Messung der oft sehr dunkel gefarbten Fliissigkeit 
erforderliche Verdiinnung herbeigefiihrt werden konnte. Die Messung 
geschah bei den gefarbten Flissigkeiten mittels des Walpolschen 
Komparators. 

Bei simtlichen Hefesiften wurden Werte gefunden, die zwischen 
pu 5,4 und 6,2 lagen. 

Es war nach dem soeben Erwahnten erforderlich, um richtig 
vergleichbare Werte zu erzielen, die Wasserstoffzahl der Enzymgemische 
méglichst auf ein und denselben Wert zu bringen, was durch Zusitze 
von geeigneten Puffersubstanzen ohne weiteres méglich ist. Es muBte 
eine Zahl gewahlt werden, die den natiirlichen Verhiltnissen in der 
Hefezelle am meisten entsprach und ein Milieu garantierte, in dem 
sich das Spiel der Enzyme unter Bedingungen abwickeln konnte, die 
keines unter ihnen besonders begiinstigten oder benachteiligten, so 
daB kein Enzym seine Titigkeit auf Kosten eines anderen besonders 
steigern und dadurch gréBere Stérungen des Gesamtresultats hervor- 
rufen konnte. Die Durchschnittswasserstoffionenkonzentration der 
verwendeten PreB- und Kochsifte schwankte um pq = 5,7 bis 5,8. 
Diese Zahl wurde durch Zusatz eines ganz bestimmten Gemisches 
von sekundirem und primirem Kaliumphosphat in allen Versuchen 
sichergestellt. Auf Einzelheiten soll spiter noch eingegangen werden. 


B. Herstellung des Co-enzymfreien Schutzsaftes. 

Die Herstellung des benédtigten Co-enzymfreien Katalysator- 
priparates konnte in Anlehnung an mehrere Altere Vorschriften ge- 
schehen. In der schon weiter oben zitierten Arbeit von Buchner und 
Haehn wurde das Co-Enzym zur Isolierung der Antiprotease (abgesehen 
von anderen Methoden) in der Weise zerstért, daB einmal mittels 
Zusatz von K,CO, eine Verseifung*) des als Phosphorsiureester ver- 
muteten Zymasekomplements herbeigefiihrt wurde. Weiterhin lieB 


1) Michaelis und Gyemant, ebendaselbst 109, 205, 1920. 

2) Man kann hier nach Buchner und Harden und Young insofern von 
einer Verseifung sprechen, als das Co-Enzym als Phosphorséureester an- 
gesehen wird und‘auch die Reaktionskinetik bei seiner Zerst6rung durch 
Hitze der von Estern wie z. B. Athylacetat gleicht (s. auch Tholin, 
H. 115, 235). 
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Tabelle II. 


I. Widerstandsfihigkeit des Co-Enzyms im Kochsaft hoj 
Behandlung mit K,CQO,. 
Versuchsbedingungen: 10cem Kochsaft + 0,1 g K,CO, 72 Stunden bei 45° 
verseift und mit H,PO, neutralisiert. In allen Versuchen je 2g Aceton. 
dauerhefe in 1 bis 4 aus U 4 der V. L. B., in 5 bis 10 aus U 4 der Schultheiss. 
brauerei. 4g Rohrzucker. 15 Tropfen Toluol. 





_— Entwickelte CO. ing 

















| * paiods dazu nsdh Standen || Gesamt 
a eae ae | 
1. Ausgewaschene Acetondauerhefe | | | 
+ 20ccem H,O + 0,2g Phosphat, | 0,02 | 001 — — | 0,03 
Pu 5,8 | 
2. Ausgewaschene Acetondauerhefe | 
-+10cemK,CO,-Kochsaft + 10cem | 0,07 | 0,06 | 009 | — | 022 
H,O 
3. Acetondauerhefe +-10ccm K,CO;- | a 
Kochsaft oo 10 ecm H,O 2 3 | 0,30 0,31 0,36 0,10 i 1,07 
4. Acetondauerhefe + 20ccm H,O | 
+0,2g Phosphat, py = 5,8 2 0,29 | 0,24 | 0,22 | 0,08 | 0,83 
5. Ausgewaschene Acetondauerhefe | 
0,03 | 0,01 — — | 0,04 
-+ 20cem H,O -+- 0,2 g Phosphat, / ; a’ 
Py om 5,8 2 0,02 0,02 4 reat ge i 0,04 
6. Ausgewaschene Acetondauerhefe | I 
J, WoomK,00,-Kooheaft + 1000m 0,08 | 006 | — | 0,04 | 0,18 
@ | 
7. Acetondauerhefe -+- 10ccm K,CO,- i " 
Kochsaft + 10cem H,O ° — | %! | 026 | — | 060) 10 
8. Acetondauerhefe + 20cem H,O | 0,22 | 0,23 | — | 0,23 | 0,68 
-+ 0,2g Phosphat, py 5,8 0,26 | 0,22 — 0,20 | 0,68 
9. Ausgewaschene Acetondauerhefe 
+ 72 Std. bei 30° autolysierten | 0,17 | 0,09 _ 0,04 | 0,30 
Lebedewsaft (10 ccm) + 10ccm || 020 | 0,08 | — | 0,04 || 0,32 
H,O + 0,1g Phosphat 
10. Acetondauerhefe -+- Lebedewsaft | 
ge 0,37 | 0,36 — | 008 | 081 
wie in 9. + 10com H,O + 0,lg ’ ’ a, By 
Pheuphas ee 0,35 | 034 | — | Ol | 080 














Versuch 1 und 5: Priifung auf Co-Enzymgehalt (Kontrolle). 
me 2 und 6: Priifung auf Co-Enzymgehalt des mit K,CO, be- 
handelten Kochsaftes. Das Co-Enzym ist noch nicht véllig 
zerstort. 
ss 3 7, 4, 8: Vergleichsversuche. 
a 9 und 10: Autolysierter Lebedewsaft ist noch Co-enzymhaltig. 


sich dieser Effekt auch schon allein durch langeres Kochen am RiickfluB- 
kihler herbeifiihren. Tholin beschreibt in seiner ebenfalls schon zitierten 
Arbeit (Uber die Thermostabilitat des Co-Enzyms) eine Methode, wie 
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0,03 


0,22 


1,07 
0,83 
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0.04 
0,18 


1,07 


0,68 
0,68 


0,30 
0,32 


0,81 
0,80 


3 be- 
vollig 


altig. 
fluB- 


rten 
wie 





Katalysatoren aus Hefesiften, 221 


Tabelle III. 
Il. Widerstandsfaihigkeit des Co-Enzyms im Kochsaft 
bei Behandlung mit. K,CQ3. 


Versuchsbedingungen: 10 com Kochsaft + 1g K,CO ;. 72 Stunden bei 35°C 
verseift und mit H,PQ, neutralisiert. In allen Versuchen 2 g Acetondauer- 
hefe. In 1 und 5 ausgewaschen, Co-enzymfrei. 4g Rohrzucker. 15 Tropfen 























Toluol. 
ty Entwickelte CO, in g ‘s 
ae Ree aes 
nach 24 Std. nach 7. Std. 
1. Ausgewaschene Acetondauerhefe 0,03 0,01 | 0,04 
+ 10cem H,O + K,CO,-Kochsaft | 0,02 0,00 | 0,02 
2, Acetondauerhefe + K,CO, “Koeh- | 0,05 030 | 0,35 
saft + 10cem H,O 0,09 0,35 | 0,44 
3. Acetondauerhefe +- 1,5 g Phosphet | | 0,10 0,26 | 0,36 
Pu = 5,8-+ 20cem H,O | 0,09 028 | 037 
| 0,29 054 | 083 
4, Acetondauerhefe + 20 ccm H,O 0.28 0.57 0.85 
5. Ausgewaschene Acetondauerhefe | 0.02 as | 9.09 
+ 2 g Phosph. py = 5,8 + 20 cem 0,00 oat | 0,00 





Hy 

Versuch 1: Das Co-Enzym ist zerstort., 

2, 3 und 4: Der hohe Phosphatgehalt wirkt stark hemmend 
(4. norm. Giarversuch als Kontrolle). 

7 5: Kontrollversuch. 


” 


er in einer Co-enzym- und vitaminhaltigen Fraktion des Hefeextraktes 
das Co-Enzym durch Kochen bei verschiedenem py zerstért, wobei 
das Vitamin, gekennzeichnet durch Angiarungsaktivierung, erhalten 
blieb. Die Analogie der in beiden Arbeiten gegangenen Wege mit 
zunaichst verschiedenen Zielen ist unverkennbar. 

Zur allgemeinen Orientierung wurden zuerst im Hinblick auf die 
aus der Carbonatverseifungsmethode etwa resultierenden Katalysator- 
eigenschaften analoge Versuche angesetzt, mit dem Ziel: Zerstérung 
des Co-Enzyms bei Erhaltung gdrungskatalysatorischer Higenschaften. 
Das Ergebnis der Versuche zeigt Tabelle II. Je 10 ccm Kochsaft aus 
V. L. B. U-Hefe wurden mit je 0,1 g K,CO, 3 x 24 Stunden bei 45° C 
zur Verseifung angesetzt. Darauf wurde die den 0,1 g K,CO, aqui- 
valente Menge H,PO, zugefiigt und das Gemisch zur Priifung auf die 
Co-Enzymzerstérung mit ausgewaschener Acetondauerhefe zur Ver- 
girung angesetzt. Die Resultate zeigen eine nicht vollstandige Zer- 
stérung des Co-Enzyms, jedoch ist eine VergréBerung der Kohlensiure- 
produktion durch die mit dem behandelten Kochsaft aktivierte Aceton- 
dauerhefe im Vergleich zu dem nur mit einer gleichwertigen Phosphat- 
menge angesetzten Vergleichsversuch deutlich zu erkennen (Tabelle II, 
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Tabelle IV. 
I. Thermostabilitat des Co-Enzyms im Kochsaft. 


Versuchsbedingungen: Kochsaft aus V. L. B.-Hefe. 21% Stunden am Riick. 
fluBkiihler gekocht. 2 g Acetondauerhefe aus Schultheiss-Hefe U 7. 4 g Rohr. 
zucker. 15 a Toluol. Volum 20 ccm. 





~ Entwickelte CO. in HG Fo 

















ee dazu nach Stunden __| Gesamt 

| 24 Std. “| 7 eT 96 | 188 

- i — ==> = = = <= = - 

iF heii < Acotondauerhefe, 0,10 | 0,09 | 0,10 | 008 | — | 037 
-+- obigen Kochsaft oll 0,10 | | O11 0,05 — || 037 
2. ce aa Acetondauerhefe | 0,02 001) — a — 0,03 
+H,0 | 003 | 001} — | — | — || 004 
3. Acetondauerhefe -+- 10 ccm obig. || 0,20 | 0,23 | 0,22 | 0,21 | 0,69 | 1,55 
Kochsaft + 10cem H,O | 0,14 | 0,20 | 021 | 0,20 | 0,71 | 1,46 
| o22 | 021 | 010 | 005) — | 058 
4. Acetondauerhefe + 20 ccm H, 20) 0.25 0,20 | 012 | 0,06 | — | 063 
5. Ausgewasch. Acetondauerhefe | a. 
+ Lebedowsaft, 72 Btd. bei 38°| C9) | — | is | oom | — | os 
autolysiert u. 180 Min. gekocht ’ es Penns Ps i ya 
6. Acetondauerhefe + Lebedewsaft | 0,27; — | 0,64 0,30 _ 1,21 
wie in 5 0,28 | — | 062 | 030; — | 1,20 
7. Acetondauerhefe + 20 cem H,0} 0,28! — 047 | 017 | — | 092 
+ 0,2g Phosphat 025 | — 0,46 | 017 | — || 0,88 








Versuch 1: Der Kochsaft ist ‘eign Co-enzymhaltig. 
* 4: Kontrolle. 
ae 3: Zymaseschiiizende Wirkung des Kochsaftes (lange Garzeit, 
groBer Gdarumfang ). 
ma 4: Vergleich. 
me 5, 6, 7: Nach kombiniertem Verfahren behandelter Lebedewsa/t 
ist noch Co-enzymhaltig. 


3 und 4). Hinzugefiigt ist hier noch ein Versuch, in dem als Aktivator 
Mazerationssaft nach v. Lebedew, der zum Zwecke der Co-Enzym- 
zerstérung einer 3 x 24stiindigen Autolyse bei 30° iiberlassen war, 
angewandt wurde. Die Destruktion des Co-Enzyms wurde also durch 
Autolyse nicht erreicht (Tabelle II, 9 und 10). 

In den folgenden Versuchen (Tabelle III) wurden gréBere Mengen 
von K,CO, zur Verseifung benutzt. 10ccm Kochsaft wurden 
3 x 24 Stunden mit je 1g K,CO, bei 35° behandelt und wie oben 
neutralisiert. Das Co-Enzym erwies sich zwar als zerstért, jedoch 
zeigte es sich, daB die auf diese Weise in die Girfliissigkeit hinein- 
gebrachte erhebliche Menge Phosphat nachteilige Wirkungen auf dic 
Garkraft der Zymase ausiibte, was auch durch einen Parallelversuch 
mit einer entsprechenden Menge Phosphat (1,5 g auf 20 ccm Lésung) 
bestatigt wurde. Das Optimum des Phosphatzusatzes war eben er- 


hel 
et ¥ 
vel 
Ei 
die 


suc 


m 
au 


Ve 


n Riick. 
g Rohr. 





Gesamt 


0,37 
|| 0,37 
|| 0,03 
| 0,04 
|| 1,55 
|| 1,46 
| 0,58 
0,63 
0,35 
| 0,34 
1,21 
1,20 
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heblich iberschritten (Koagulationswirkung der Salze auf die Kolloide im 
Hefesaft). Da nun auch bei derartig hohen Phosphatzusatzen die Prifung 
etwaiger antiproteolytischer Eigenschaften des Kochsaftes gegen eiweiB- 
verdauende Enzyme im Gelatineverfliissigungsversuch infolge ungiinstiger 
Einwirkung der hohen Salzkonzentration in Frage gestellt war, muBte 
diese Art der Co-Enzymzerstérung aufgegeben und auf die Hitzezer- 
stérung durch Kochen am RiickfluBkihler zuriickgegriffen werden. 

Tabelle IV zeigt die ersten in dieser Richtung angestellten Ver- 
suche. Aus untergiriger Hefe der Versuchs- und Lehranstalt fiir Brauerei 
(V. L. B.) hergestellter Kochsaft wurde bei einem py = 5,9, seiner 
natirlichen Wasserstoffzahl, 21 Stunden am RiickfluBkihler gekocht. 
Das Co-Enzym zeigte sich noch nicht vollig zerstért, war also in diesem 
Milieu thermostabiler als in der von Tholin verwendeten Hefefraktion. 
Ins Auge fallend ist hier jedoch schon die Tatsache, daB durch diesen 
Kochsaft eine starke Ausdehnung der Garzeit und damit zusammen- 
hingend eine VergréBerung des Girumfanges, bezogen auf die Gesamt- 
menge der entwickelten CO,, erzielt wurde, die wohl nur zum Teil 
auf den Co-Enzymgehalt zuriickzufiihren sein dirfte. 


Tabelle V. 

Il. Thermostabilitat des Co-Enzyms im Kochsaft. 
Versuchsbedingungen: A. Kochsaft aus Schultheisshefe U7. 4 Stunden am 
RiickfluBkithler gekocht. 2g Acetondauerhefe Schultheiss U7. 4g Rohr- 
zucker. Volumen 20cem. 15 Tropfen Toluol. 








Entwickelte CO, in g 





dazu nach Stunden Gesamt 

















| nach SAD EEL SEPT EGOR ERO 

ae gi a I eo) ae | el I 
1, Ausgewaschene Acetondauer- “0,04 003 | — | 004; — | O11 
hefe -+- Kochsaft A 0,08 005 | — | 005 | — | 018 
2, Acetondauerhefe + Koch- | 0,26 | 0,32 | — | 046 | — | 1,04 
saft A || 0,24 | 0,32 | | 045 | — | 101 

B. Kochsaft aus Schultheisshefe U7. 6 pe gekocht, sonst wie in A. 

3. Ausgewaschene Acetondauer- | 0,04 | 0,02 | — | 005 | — | O11 
hefe + Kochsaft B | 0,03 | 0,03 | — | 004) — | 0,10 
4. Acetondauerhefe + Koch- | 0,33 | 0,30 | 0,24 | 0,18 | 0,14) 1,19 
saft B | 0,30 | 0,30 | 0,23 | 0,19 | 013 | 1,15 
C. Kochsaft wie in B. 8 Stunden gekocht, sonst wie in A und B. 
5. Ausgewaschene Acetondauer- | 0,03 | 0,01 | — | — — || 0,04 
hefe + Kochsaft C | 0,02 | Cj —p— |} — 4 ae 
6. Acetondauerhefe +- Koch- | 0,24 | 0,32 | 025 0,20 | 0,19 | 1,20 
saft C | 0.23 | 0,33 | 0,24 | 019 | 019) LIS 





Versuch 1 und 3: Co-Enzym ist iio nicht vodllig zerstort. 

5: Co-Enzym ist véllig zerstért = Schutzsajt. 

2, 4, 6: Zymaseschiitzende Wirkung der Sdafte (Gdrdauer, Gar- 
wumfang ). 
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Weitere Experimente zeigten die Widerstandsfahigkeit eines o 
ringen Co-Enzymrestes noch bei vier- bzw. sechsstiindigem Kochei, 
wahrend siebenstiindiges Kochen zum Ziele fiihrte. Der Saft zeigic 
gegeniiber von einwandfrei ausgewaschener Acetondauerhefe keiner|ci 
Co-enzymatische Eigenschaften mehr (Tabelle V). 

Dieser Schutzsaft genannte Co-enzymfreie Hefekochsaft, der seiner 
Herstellungsart nach sowohl die Buchner und Haehnsche Antiprotease 
wie das T'holinsche Vitamin (gemeint ist wohl der Biokatalysator B 11) 
enthalten diirfte, sollte nun zur Charakterisierung der Art der durch 
ihn verursachten Garungsaktivierung niher untersucht werden. 

Zunachst war es erforderlich, eine antiproteolytische Wirkung 
des Schutzsaftes experimentell nachzuweisen. Benutzt wurde hierzu 
die von Buchner und Haehn1) angegebene Methode der Gelatine- 
verflissigung. 

9proz. Gelatinelésung (einmal in Schutzsaft und einmal in Wasser) 
wird in graduierte MeBzylinder (Inhalt 10ccm) gefillt und mit 
frischem Mazerationssaft als Endotryptasepraparat iiberschichtet. Dic 
fortschreitende Verfliissigung der Gelatine kann direkt abgelesen 
werden, und die Differenz zwischen dem Wasser- und Schutzsaft- 
versuch gibt die antiproteolytische Kraft des zur Gelatine zugesetzten 
Schutzsaftes wieder. 

Das Resultat in Tabelle VI zeigt deutlich, daB die antiproteo- 
lytische Kraft des Schutzsaftes weitgehend erhalten geblieben ist. 

Ein Kontrollversuch mit einer den im Schutzsaft enthaltenen 
Phosphatmengen Aquivalenten Menge Kaliumphosphat von einem 
pu = 5,8 zeigt, daB dieses Salz mit der antiproteolytischen Wirkung 
nichts zu tun hat. 

Inwieweit der Schutzsaft nun auch girungskatalysatorische Eigen- 
schaften besitzt, analog den von Tholin gefundenen Vitamineigen- 
schaften, mu8 nunmehr der Giarungsversuch erweisen. 


C. Identifizierung der zymasekatalysatorischen Eigenschaften deg Schutzsajtes 
mit seinen antiproteolytischen Eigenschaften, gekennzeichnet durch Schutz 
der Zymase vor der Endotryptase. 

a) VergréBerung des Garumfanges. Phosphat- 
und Schutzsaftaktivierung. 

Die im Verlaufe der Kochsaftpriifungen in bezug auf den nach 
mehrstiindigem Kochen noch vorhandenen Co-Enzymgehalt gefundenen 
Vergarungsresultate zeigten eine ganz prominente Verlingerung der 
Garzeit und VergréBerung der CO,-Entwicklung (um etwa 50 bis 
100%) gegeniiber den ohne Aktivatoren angesetzten Versuchen (Ta- 
belle IV, 3, und Tabelle V, 2, 4 und 6). 


1) Uber eine Antiprotease im HefepreBsaft s. weiter oben. 
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Tabelle VI. 
Antiproteasenachweis in 8 Stunden gekochtem Co-enzym- 
freien Kochsaft = Schutzsaft. 


I. Herstellung der gewohnlichen Gelatine zu Verdauungszwecken. 20 com H,O 

mit etwas Chloroform durchgeschtittelt und mit 1,8 g kleingeschnittener 

Gelatine versetzt. Auf Wasserbad bis zur Lésung erwarmt. Man fiillt je 

etwa 7cem dieser Lésung in 10 cem MeSzylinder und l48t 24 Stunden 

erstarren. Hierzu fiigt man die eiweiBverdauenden Enzyme, indem man mit 

leem Mazerationssaft tiberschichtet und einen Tropfen Toluol zufiigt. 
Einwirkung bei 22° im Thermostaten. 





| Anfangsstand | | Nach 14 Tagen Verdaut Nach 28 Tagen Verdaut Gesamt 


¥: | ecm | ccm | ccm ccm ccm ccm 
1 MeBzylinder| —_7,05 6,0 1,05 5,3 10,7 | 1,75 
at 7,0 6,0 10 | 53 |07 || 170 


II. Herstellung der Antiproteasegelatine wie I., nur an Stelle der 20 com H,O 
20 cem Schutzsaft. 8 Stunden gekocht. 


3. MeBzylinder | 6,75 6,40 0,35 6,0 | 040 | 0,75 
4, oe | 6,9 6, 55 | 0.35 6, 10 | 0, 45 0,80 


IIL. Miritslbing der Phosphatgelatine wie I + 0,1 g Phosphat py = 5,8 
(natiirliche Wasserstoffzahl des Kochsaftes). 


5. MeBzylinder 6,9 | 5,9 L10 | 5,30 0,60 = 1,60 
ai | 69 fee 09 || 5,40 0,60 1,50 


Die Differenz von I. und II. zeigt die vorhandene Antiproteasewirkung. 
Ill. Das Phosphat hat keinen EinflufB (Kontrolle fiir II., py und Phosphat 
des Schutzsaftes). 


Die Méglichkeit, die bisher als undefinierbare ,,Vitamin- bzw. 
Biokatalysatorwirkungen“ gekennzeichneten Phinomene auf eine ein- 
fache Schutzwirkung gegeniiber von Zymase, also auf ein antiproteo- 
lytisches Agens gegeniiber der zymasezerstérenden Endotryptase zuriick- 
fiihren zu k6énnen, lag nahe und soll im folgenden experimentell er- 
griindet werden. 

Hinzugefiigt sei noch, daB unter dem alten Namen Endotryptase’) 
hier und im folgenden der eiweiBabbauende Enzymkomplex zusammen- 
gefaBt ist, der sich aus Pepsin, Tryptase und Ereptase zusammensetzt?). 
Fir die eigentliche Zymasezerstérung kommt von diesen dreien wohl 
nur das Pepsin in Frage, da die anderen beiden Enzyme, deren 
pu-Optimum gréBer als 7,0 ist, in Siaften, die eine entsprechende 
H-Ionenkonzentration zeigen, nur eine minimale zymasezerstérende 
Wirkung ausiiben im Gegensatz zum Pepsin, das in Saften mit einem 
fu von 4 bis 5,5 die Zymase stark angreift. Aus dieser Erscheinung 
kann man indirekt einen SchluB auf die Natur der Zymase ziehen. 
Denn da das Pepsin nach Dernby?) nur genuine EiweiBkérper zu Pep- 
tonen abbaut, muB die Zymase oder wenigstens ein integrierender 


ms 


1) Martin Hahn in E. Buchner, Die ,,Zymasegirung“. 
2) Dernby s. weiter oben. 
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Bestandteil derselben in die Klasse der nativen EiweiBkérper eingerciht 
werden. 

Die den nachfolgenden Experimenten zugrunde liegenden Voraus. 
setzungen lassen sich in folgender Weise gliedern: 

1. Feststellung der zymaseschiitzenden Eigenschaften des Schutz. 
saftes im Verlauf der zellfreien Garung unter Bedingungen, die 7 
Trugschliissen nicht fiihren k6nnen, insbesondere Ausschaltung der 
parallel laufenden Aktivierung der Garung durch die Phosphate des 
Schutzsaftes. 

2. Vergleich der zymasekatalysatorischen Eigenschaften im Giir- 
versuch mit antiproteolytischen Erscheinungen im parallel laufenden 
Gelatineversuch bei Anwendung verschiedener Schutzsaftkonzen- 
trationen. 

3. Priifung der Widerstandsfaihigkeit der Antiprotease wie des 
Girungskatalysators gegeniiber verschiedener Agenzien. 

4. Vergleich mit ,, Vitaminen‘ aus anderen Stoffen, z. B. WeiBkohi. 

5. Priifung der Méglichkeit, die zymaseschiitzenden Eigenschaften 
auf reine Pufferwirkungen zuriickfiihren zu kénnen. 

6. Co-enzymschiitzende Eigenschaften des Schutzsaftes und Nach- 
weis eines in dieser Richtung wirkenden antilipatischen Agens (im 
zweiten Teil der Arbeit besonders ausgefiihrt). 

Der unanfechtbare Nachweis der in einer bestimmten Art und 
Weise verlaufenden Garungsaktivierung durch die in Frage kommenden 
Agenzien des Schutzsaftes kann nur gefiihrt werden, wenn die an sich 
schon aktivierende Wirkung der in ihm reichlich enthaltenen Phosphate 
gebiihrend beriicksichtigt wird. 

Nach HE. Buchner') werden in Hefesiften bei beginnender Autolyse, 
also natiirlich besonders in der Warme, die Phosphate aus ihren ur- 
spriinglichen komplizierten Verbindungen, insbesondere Nucleinen und 
Nucleinsiuren, abgespalten und kénnen dann ihre girungsaktivierenden 
Wirkungen voll ausiiben. Dieser Wirkung gilt es nun, in den ohne jene 
phosphathaltigen Sifte laufenden Vergleichsversuchen ein Aquivalent 
entgegenzusetzen. Es war erforderlich, die Phosphatwirkung so zu 
leiten, daB sie nicht mit der spezifisch katalysatorischen Schutzsaft- 
wirkung kollidieren konnte. 

Man mu8 sich zunichst dariiber klar werden, wie iiberhaupt 
Phosphatzusitze auf den Giarverlauf einwirken kénnen. 

Betrachtet man zuniachst nur das saure Phosphat vom py = 4,5 
und seine Mischungen mit sekundirem Salz bis zu einem py von etwa 
6,5, so ist eine erhebliche Verschiedenheit der Aktivierung innerhal) 
dieser Grenzen nicht vorhanden. Die Wirkung ist hauptsichlich woh! 


1) HE. Buchner, Die ,,Zymasegirung“. 
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Tabelle VII. 
Bestimmung des Phosphatoptimums. 


Versuchsbedingungen: Phosphatmischung KH,PO,:K,HPO, = 9:1 = py 
— 5,8. 2g Acetondauerhefe V. L. B. U 2 + 4g Rohrzucker + 20 ccm H,O. 
15 Tropten Toluol. 





Entwickelte CO, in g 


ip Hi dees aoch Standen Gesamt 
Ot bo Sa ‘ 
20Std. | 44 | #6 | 9% | 16 
0,30 0,36 0,20 | 0,12 0,07 | 1,05 
0,30 | 0,34 | 0,20 | 0,14 0,05 | 1,03 
0,28 0,18 | 011 0,05 | 0,97 
acd, SO (5 +) | 031 | 036 | 0,21 | O14 | 0,06 |! 1,08 


0,31 036 0,19 010 003 099 
3. 0,158 » (0,75 ,) | 933 | 036 | 017 011 0,05 1.02 


0,33 | 032 0,18 0,10 003 0.96 
40,2 g " (1,00 5) | 034 | 030 022 012 007 1.05 


0,36 | 034 0,24 | 013 009 1,16 


— 


.0,05g Phosphat (0,25 °/)) 


>9 
Ps 


bw 


6.0258 » (125 4) | 933 | 929 015 O11 004 0,92 
| 

0.29 | 0.28 0,17 0,09 003 0,86 

6.03 g » (5 +) | 931 | 029 019 0,10 0,04 0,93 


S 0,34, 031 0,17 0,10 0,03 0,95 

7.0,35g , (175 5) | g'o9 | 027 | 017 | 0.10 | 004 0,87 

0,27 | 0,28 | 0,15 009 | 0,05 0,84 

804g » (© +) | 929 | 096 | 014 | 0,07 | 003 0,79 
| | j 

0,27 | 0,22 | 0,15 008 , 003 0,75 

*O6e6 +» (25 4) | ogg | 016 0.10 | 005 0.83 


' b] 


Phosphatoptimum liegt in den Grenzen von 0,25 bis 1,25% Phosphatzusatz. 


in der Tatsache begriindet, daB sich das Phosphat an der Bildung 
des ersten Girungszwischenproduktes, des Hexosephosphorsaureesters, 
beteiligt. Diese Wirkung wird sich hauptsichlich in der Angdrung, 
also wahrend der ersten 24 Stunden der Giarzeit, bemerkbar machen, 
eine Annahme, die durch die Experimente bestatigt wurde. Tabelle VIII, 
2., zeigt eine starke CO,-Entwicklung innerhalb der ersten 20 Stunden, 
weil durch das Phosphat von vornherein die reichliche Bildung des 
Esters sichergestellt ist und ein Abklingen der Garung das den Ver- 
suchen ohne Phosphatzusatz ziemlich entspricht (Tabelle VIII, 1.). 
Je mehr wir nun die H-Ionenkonzentration vergréBern, also nach 
der sauren Seite verschieben, wird sich eine zweite Wirkung des Phos- 
phats bemerkbar machen, nimlich die Aktivierung der Enzyme, die 
die Zymase und ihr Co-Enzym zerstéren. Es sind dies Endotryptase 
und Lipase. Das Wirkungsoptimum des Sammelbegriffs Endotryptase 
liegt bei niedrigem py der Lisung (py etwa 4,5). In diesem Falle wird der 
Erfolg sein: Gute Angirungsaktivierung und schlechte Endvergiarung. 
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Wieder anders ist die Wirkung von Phosphatzusitzen, deren 
pu tiber 6,5 nach der alkalischen Seite zu liegt. Alkalische Reaktion 
hemmt die zymasezerstérende Wirkung der Endotryptase und auch 
die Lipase sehr stark, dagegen wird das Co-Enzym selbst durch Alkalien 
angegriffen, bei den in Frage kommenden py = 6,5 bis 8,5 allerdings 
nur sehr schwach. Der Gesamteffekt ist jedenfalls eine fortlaufende 
Garungsaktivierung wahrend ihres ganzen Verlaufs (Tabelle X, 8., 9.). 

Als letztes ist dann noch die Wirkung der Menge des zugesetzten 
Phosphats in Erwagung zu ziehen. Starke Salzzusitze kénnen Koagu. 
lationen im kolloidalen Fermentzustande herbeifiihren. Schwache 
kénnen unter Umstinden peptisierend wirken. 

Hier gilt es, durch eine fortlaufende Versuchsreihe ein Optimum 
festzustellen. 

Um nun alle diese Fehlerquellen fiir die Versuchsauswertung 
méglichst auszuschalten, muBten Bedingungen gewaihlt werden, dic 
keinerlei unkontrollierbare Einfliisse zulassen. 

Die Wasserstoffionenkonzentration ist zunichst, wie schon er- 
wahnt, am giinstigsten bei dem pq des natiirlichen Kochsaftes. Sie 
liegt etwa bei pg = 5,5 bis 6. Ein Phosphatgemisch von 1 Teil sekun- 
direm und 9 Teilen primirem Salz zeigt in Lésung ein py = 5,8, was 
einen guten Durchschnittswert ergibt. Diese Mischung stellt cine 
Puffersubstanz dar, die einer Verschiebung des py sowohl nach der 
sauren wie nach der alkalischen Seite einen weitgehenden Widerstand 
entgegensetzt und Bedingungen gewihrleistet, die das freie Spiel der 
Enzyme am wenigsten beeinflussen. 

Uber die optimale Menge des zuzusetzenden Phosphatgemisches 
gibt der Versuch AufschluB, den Tabelle VII wiedergibt. Er zeigt, 
daB innerhalb der Grenzen von 0,25 bis 1,25°% Phosphatgehalt der 
Lésung keine wesentlichen Unterschiede herrschen. Erst von 1,5°, 
an beginnt sich die Wirkung der Salzkonzentration auf den Dispersitits- 
grad des Enzymmilieus durch Verkleinerung des Girumfanges langsam 
bemerkbar zu machen. 

Aus diesen Resultaten kann man nun indirekt auf die Wirkung der 
im Schutzsaft vorhandenen Phosphate schlieBen. Denn um die spezifisch 
katalysatorische Wirkung des Schutzsaftes als solche zu messen, ist 
es notwendig, die Phosphatwirkung von ihr in Abzug zu bringen. 

Wenn man nun also noch die optimale Schutzsaftmenge feststellt 
und schlieBlich bestimmt, innerhalb welcher Grenzen die fiir diese Schutz- 
saftmenge optimale Phosphatmenge liegt — vorausgesetzt, daB durch 
zugesetzte Phosphate die aktivierende Wirkung des Schutzsaftes tiber- 
haupt noch gesteigert werden kann —, dann ist die zymasekatal ysa- 
torische Wirkung (Eulers Biokatalysator B II) von der Phosphatwirkung 
durch bloBe Subtraktion zu trennen. 
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Der Versuch ergab, daB der optimale Schutzsaftzusatz erreicht 
wird, wenn man den unverdiinnten natiirlichen Schutzsaft als Lésungs- 
mittel fiir die Acetondauerhefe und den Rohrzucker an Stelle von 
Wasser verwendet. Bei Verwendung von PreSsaft ist natiirlich, infolge 
der durch ihn hervorgerufenen VergréBerung des Gesamtvolumens, 
der auf die Hialfte konzentrierte Schutzsaft der optimale. Im ersten 
Falle jedoch ergaben sowohl Verdiinnung wie Konzentration des 
normalen Saftes schlechtere Resultate (Tabelle VIII). Der konzen- 
triertere Schutzsaft zeigt nun aber Wirkungen, die im Hinblick auf 
seine antiproteolytischen Eigenschaften noch naher beleuchtet werden 


oy/30 





CO. 


Centigramm 


% 72 9% 120 


Mi —«68 
Stunden 
Abb. 1. Zu Tabelle VIII (Gaérkurven). 
miissen. Die zu Tabelle VIII gehérende graphische Darstellung des 
Garverlaufs kennzeichnet die Wirkungen der einzelnen Aktivatoren 
am deutlichsten. Kurve 3 mit der schwichsten Schutzsaftkonzentration 
zeigt die beste Angirung und, wenn man zunichst nur die schutzsaft- 
aktivierten Versuche 3, 4 und 5 in Betracht zieht, die schlechteste 
Endvergirung, den geringsten Garumfang. Kurve 4 mit der natiirlichen 
Schutzsaftkonzentration zeigt eine etwas schlechtere Angirung, jedoch 
weitaus den besten Girumfang. Kurve 5, die bemerkenswerteste, zeigt 
eine sehr triage Angirung, die sogar schlechter ist als die ohne jeden 
Aktivator angesetzte Garung 1. Aber sie erreicht zum Schlu8 — und 
diese Tatsache ist ein ausgezeichneter Beweis fiir die vorliegende zymase- 
schiitzende Wirkung — fast den Gairumfang der optimalen Schutzsaft- 
kurve. Die Wirkung des zymaseschiitzenden Agens wachst also inner- 
halb weiter Grenzen mit der Konzentration und erreicht nicht, wie 
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Euler es von seinem ,,Biokatalysator‘: im Hinblick auf die nur wenige 
Stunden dauernden Angirungsversuche annehmen muBte, schon friih 
ein Optimum, um dann wieder abzufallen. Hier ist die scheinhare 
Abnahme der girungskatalysatorischen Wirkung des Schutzsaftes nur 
auf die mit der Zunahme der Konzentration parallel laufende Viskositiits. 
vergroBerung der Lésung zuriickzufiihren, worauf weiter unten noch 
zuriickzukommen ist. 


Tabelle VIII. 

Bestimmung des Schutzsaftoptimums. 
Versuchsbedingungen: Verglichen werden drei Schutzsaftkonzentrationen. 
1. 10 cem Schutzsaft + 10cem H,O. 2. 20 cem Schutzsaft. 3. 20 cem auf 
die Halfte konzentrierter Schutzsaft. 2g Acetondauerhefe V. L. B. U 4. 
4g Rohrzucker. 15 Tropfen Toluol. 








Rcenesvenmmed CO, in g 





“daze : noch ‘Stanton || Gesamt 
nach la] @ | PON NARI EE See 
20Std. | S81 8 Ls |e |e | 

ebekonboaies ane 53 = | 

0,23) — | 042/ 0,10} 006; — | — | ogi 

1 + 20ccm HO (025; — |040/0,10 007) — | — 082 
2. + 20 cem H,O+0,15g | 031 cS oa | '0,09/ 0,05! — | — | 089 
Phosphat | 0,31) — 041 0,13, 0.07 | —j— 0,92 

| 035 — | 0,50 | 0.13 | (0,10, 005 — | 103 

‘027 ai | ot | re ‘018. | 0.11 | 0.00 | 1,30 

4.420 , - 2 || — 0,50 0.16 | O4 | 007 0.08 119 
(0,21) — | 0,33 | 0,16 | 0,19 | 0,18 0,11) 1,18 
+n , »  § | 921) — | 034/014 | 015! 0,15 | 0,09! 1.08 


Versuch 4, mit dem normalen Schutzsaft zeigt die optimalen Bedingungen: 
gute Endvergdrung, gréBter Garumfang. 
ei 2, typische Phosphataktivierung: beste Angdrung und schlechte 
Endvergarung. 


Kurve 1 und 2, die als Ver- 
gleiche dienen, zeigen nun folge- 
richtig die Wirkung des Phosphats. 
In Kurve 2, dem nur phosphatakti- 
vierten Versuch, ist die starkste 
Angarung zu konstatieren, die aber 
bereits frith abfallt und der Kurve 1. 
dem gar nicht aktivierten Versuch, 

4 parallel lauft. 
Abb. 2. Zu Tabelle VIII (Verdauungskurven). Der grundsatzliche Unterschied 
zwischen der Aktivierung mit Phos- 
phat und der mit Schutzsaft liegt also darin, dab das Phosphat die An- 
garung, der Schutzsaft jedoch hauptsichlich die Endgdrung aktiviert. 
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Wenn also, wie manche Versuche gezeigt haben, der Gesamtumfang 
der Garung bei der Phosphataktivierung bei schwachen Praparaten 
nicht erheblich hinter der Schutzsaftaktivierung zuriickbleibt, so ist, 
selbst bei diesen Ausnahmefillen, der wesentliche Unterschied deutlich 
zu erkennen. 

Das soeben besprochene, mit drei verschiedenen Schutzsaft- 
konzentrationen durchgefiihrte Experiment legte es nahe, eine ent- 
sprechende Versuchsreihe zur Priifung der typisch antiproteolytischen 
Wirksamkeit der drei Priparate auf dem Wege des Gelatineverdauungs- 
versuches anzusetzen. Die erhaltenen Ergebnisse sind in dem zu 
Tabelle VIII gehérigen kleinen Koordinatensystem graphisch dar- 
gestellt. Die Kurven miissen, wenn die Antienzymhypothese richtig 
ist, in beiden zum Vergleich zu bringenden Versuchsreihen das gleiche 
Bild zeigen, natiirlich im entgegengesetzten Sinne, da der kleinsten 
Gelatineverdauung der gréBte Gairumfang entsprechen mub. Eine 
iiberraschende Ubereinstimmung ist in der Tat zu konstatieren. Im 
Vergirungsversuch sind zwei Kurvengattungen deutlich zu unter- 
scheiden, nimlich die Phosphataktivierungskurven und die Schutzsaft- 
aktivierungskurven. Wir sehen, daB die Kurve 3 mit der schwachsten 
Schutzsaftkonzentration ihrer Art nach noch zu den Phosphatkurven 
(Schutzsaft enthalt reichlich Phosphate) gehért, die durch gute An- 
girung und starken Giirabfall am Ende charakterisiert sind. Ver- 
gleichen wir nun diese Kurven mit denen im Gelatineversuch, so ergibt 
sich ein ganz abnliches Bild. Die Phosphatwirkung kann hier vernach- 
lassigt werden, da sie ohne EinfluB auf die Gelatineverfliissigung ist 
(Tabelle VI, 3.).. Die Kurven der verschiedenen Schutzsaftkonzen- 
trationen ergeben, wie im Girungsverlaufe, zwei verschiedene Gattungen. 
4. und 5., die beiden Kurven der konzentrierteren Schutzsiafte, zeigen 
einen fast gleichen Verlauf, wihrend 3. eine viel schlechtere antiproteo- 
lytische Wirkung und, wie im Vergiirungsversuch, einen gianzlich ab- 
weichenden Verlauf zeigt. Kurve 1 zeigt den Vergleichsversuch ohne 
Schutzsaft, wire also mit der ohne Aktivatoren angesetzten Garkurve 1 
zu vergleichen. 

Bei der Fortsetzung der Experimente zur Festlegung der girungs- 
katalysatorischen GréBe war im weiteren, nachdem Phosphatoptimum 
und Schutzsaftoptimum festgelegt sind, wie schon angedeutet, das 
Optimum fiir beide zugleich festzustellen. Der Versuch wurde wie in 
Tabelle VIII mit unverdiinntem Schutzsaft angesetzt und Phosphat- 
mengen von 0,25 bis 2,25°% verwendet. Es ergab sich folgendes Re- 
sultat: Das Phosphatoptimum liegt bei einem Gehalt der Lésung 
von 0,75°% Phosphat, fallt also mit dem Phosphatoptimum bei den 
Versuchen ohne Schutzsaft zusammen (Tabelle IX, 4.). Durch die 
Festlegung dieser beiden Optima des Phosphatzusatzes mit und ohne 
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Schutzsaft, die bei der eben gekennzeichneten Grenze zusammen. 
fallen, ist somit die Mdéglichkeit geschaffen, die Phosphataktivierung 
von der Schutzsaftaktivierung, soweit es sich um den Gesamtumfang 
der Girung handelt, zu trennen. Halt man namlich die Phosphat- 
menge in allen diesbeziiglichen Versuchen auf 0,75 %, so ist das Maximum 
der hierdurch hervorgerufenen Aktivierung erreicht und alles, was in 
den mit Schutzsaft laufenden Giarversuchen noch dariber hinaus 
geleistet wird, ist allein auf Rechnung des zymaseschiitzenden Agens 
zu setzen. Dies ware also, nach Hulers Nomenklatur der Biokataly- 
sator BII, nach der hier entwickelten Ansicht die antiproteol ytische 
Wirkung. 


Tabelle IX. 
Bestimmung des Phosphatoptimums bei gegebenem Schutz. 
saftoptimum. 
Versuchsbedingungen: 20cem Schutzsaft (= optimale Konzentration). 
Phosphatgemisch py = 5,8. 2g Acetondauerhefe V. L. B. U 4. 
4g Rohrzucker. 15 Tropfen Toluol. 











| Entwickelte CO, ing 


| 

















‘Siok "dazu nach ‘Stunden i | Gesamt 
= “4 | 0 | 16 | 140 | 
1. 20cem H,O + 0,15 g Phos- || 0,33 (032 | 0,12 008 | — | oss 
phat (Kontrolle) | 0,34 | 0,35 0,15 | 0,07 | — || 091 
0,29 | 042 014 008 | — | 093 
2. 20 cem Schutzsaft | 0/28 0,37 0,13 | 0,07 | — | 086 
3. 20cem Schutzsaft + 0,05g || 0,30 | 0,39 0,15 | 0,11 | 0,05 | 1,00 
Phosphat | 031 040 0,16 0,13 | 0,06 | 1,06 
4. 20cem Schutzsaft + 0,15g || 0,32 | 0,39 | 0,17 | 0,13 | 007 | 1,08 
Phosphat | 0,31 | 041 017.) O14 | 0,08 | 1,11 
5. 20 ccm Schutzsaft + 0.25 g | 0,33 | 040 0,17 0,13 | 0,07 | 1,10 
Phosphat 9,30 | 0,38 | 0,14 0,10 | 004 | 0,96 
6. 20ccm Schutzsaft + 0,35g | 0,32 0,35 | 0,15 0,10 | 0,05) 0,97 
Phosphat (035 0,41 0,17 | 014 | 0,07 | 1,14 
7. 20ccm Schutzsaft + 0,45g | 0,33 | 039 | 0,13 | 0,09 | 0,03 | 0,97 
Phosphat 0,30 035 | 0,13 0,11 | 005 | 0,94 
Phosphatoptimum bei gegebenem Schutzsaftoptimum bei 0,15 g (0,75°,) 


Phosphat. 


Man mu8 sich nun dariiber klar sein, daB durch diese Kombinierung 
von Phosphat- und Schutzsaftaktivierung eine sehr wesentliche Eigen- 
schaft des Schutzsafies, wodurch er sich von der Phosphatwirkung 
unterscheidet, nimlich die schon erwahnte schlechte Angirung und 
bessere Endgirung, stark verdeckt werden mu8. Das Experiment in 
Tabelle IX, 1. und 4. zeigte schon diese Wirkung, denn die Angirung 
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jst in dem kombinierten Versuche fast ebenso groB wie bei alleiniger 
Phosphatwirkung. Jedoch schon in den zweiten 24 Stunden zeigt 
sich die Schutzsaftwirkung iiberlegen und bleibt es bis zum Ende, 
den Vergleichsversuch um 20% der entwickelten CO, iibertreffend. 

Jedenfalls geht aus diesen Tatsachen hervor, daB die qualitative 
Schutzsaftwirkung nur ohne Phosphatzusatz richtig zu deuten ist. 
Bei der Erklirung ihrer Art mu8B man also auf die Versuche zuriick- 
greifen, die ohne Phosphat allein mit Schutzsaft angesetzt sind, und 
diese dann mit nur phosphataktivierten Versuchen vergleichen. 

Will man jedoch den quantitativen Wert der Schutzsaftwirkung, 
der fiir die Erklarung ihrer Natur ja an sich nur von sekundirer Be- 
deutung ist, bestimmen und zahlenmiaBig festlegen, so muB das kom- 
binierte Verfahren angewendet werden. Die in dieser Richtung weiterhin 
angesetzten Versuche enthalt die Tabelle X. 


Tabelle X. 
Schutzsaft- und Phosphataktivierungen I. 


Versuchsbedingungen: 2g Acetondauerhefe V. L. B.U. VI. 4g Rohrzucker 
Phosphatgemisch py, = 5,8. 15 pesca Toluol. 











| _-Entwinkelte Co, in g 


| nach | “dazu nach Stunden | Gesamt 


| Sta. | 44 | 68 | 92 | 116 | 140 | 164 | 188 








— — —_ i 
|o34|029/012100| —|—|— | —| ove 
1. 20cem H,O (031 026/015/006| — | — | — | —|| oge 
2, 20cem H,O + 0,15 g | 0,40 0,25 | 0,15 | 0,08 0,06 —|— — | 0,94 
Phosphat 0,40 0,28 | 0,17 007/005 — | — | — || 0.97 
| 0,28 | 0,25 | 0,22/0,13/0,10 007, — | — | 1,05 
8. 20cm Schutzsaft | 9/32 | 0,23 | 0,22| 0,14| 0,10/ 0,06} — | — || 107 
4 20cem Schutzsaft + | 0,32/ 0,24| 0,18/0,11/0,15 005, — | — | 1,05 
0,15 g Phosphat O31 | 0,24 | 0,22 /0,13|015 006, — | —) 11 





Versuchsbedingungen: 2 g ‘Aiaiitedeiicidiaite aus U 10 der Brauerei Ponarth, 
sonst wie oben. 





| 0,27 | 0,18; — | 006/003; — | — | — || 0,54 

5. 20 ccm H, 0 (0,28 0,22) — 0,08 0.04 — | ag RG 

6. 20cem H,O + 0,15 g | 033, 035 — | 0,29 | 0,08 0,06 | 0,08 — 1,14 

Phosphat | 0,34 0,33; — (0,35) 0,12 0,07|0,05, — 1,26 

7. 20cem Schutzsaft + 0,26 0,32; — | 0,44/0,19 0,13 | 0,14 0,08. 1,56 

Phosphat 0.27 0,30 | — | 0,50) 0,19 0,15 | 0,09 0,08 1,58 
Versuchsbedingungen: Phosphatzusatz py = 7,9 (K, adie oi sonst wie oben. 

8. 20cem H,O + 0,3 g | 0,54 | 0,46 | 0,26 | 0,06; — | — | — | — |i 1,32 

Phosphat | 0,52 | 0,48 | 0;30/0,08; — | — | — | —| 138 

9. 20 ccm Schutzsaft + | 0,44 | 0,52/0,46/0,10/0,05) — — | — | 1,57 


0,3 g Phosphat 0,44 | 0,49 0,50'0,13'007; — — — | 1,63 
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Es zeigen sich hier gewisse individuelle Verschiedenheiten yon 
Hefen verschiedener Abstammung. Wahrend einé Acetondauerhefe 
aus U VI der V. L. B. nur eine Schutzsaftaktivierung von etwa 15°. 
aufweist (Tabelle X, 2., 4.), zeigt eine Acetondauerhefe aus U X der 
Brauerei Ponarth eine Aktivierung von 30% (Tabelle X, 6., 7.). Gegen- 
iiber dem ohne jede Aktivatoren laufenden Kontrollversuch zeigte 
die kombinierte Aktivierung sogar eine VergréBerung des Girumfanges 
von etwa 150%. Auch qualitativ kann die Schutzsaftwirkung bei 
dieser Hefe als Musterbeispiel gelten. 

Zusammenfassend kann man sagen, da die im Durchschnitt 
zahlreicher Versuche zum Ausdruck gekommene typische Schutzsaft- 
wirkung eine Vergréferung des Gdruwmfanges um 20°%, gewihrleistet. 
Jedoch wird durch diese Zahl die tatsiichliche GréBe der zymase- 
schiitzenden Wirkung immer noch nicht voll erfaBt, denn man mut 
beriicksichtigen, da®B trotz aller angewandten optimalen Versuchs- 
bedingungen die viel gréBere Viskositét der mit Schutzsaft laufenden 
Versuche —. hervorgerufen durch seinen betriichtlichen Gehalt an 
EiweiBstoffen und ihren Abbauprodukten — im Vergleich zu den nur 
mit Phosphat aktivierten wisserigen Acetondauerhefenaufschlammungen 
ein viel schlechteres Reaktionsmilieu fiir die Zuckerspaltung hervorruft. 
Die Acetondauerhefe mit ihrem wirksamen Zymaseinhalt setzt sich 
bald zu Boden, und der dort gespaltene Zucker muB fortlaufend durch 
neuen, aus den entfernteren Teilen der Lésung herbeidiffundierenden 
ersetzt werden. Dieser Ersatz muB natiirlich, je weniger viskos das 
Milieu ist, um so schneller vor sich gehen. Es muB folglich die tat- 
sichlich erzielte Schutzsaftwirkung, umgerechnet auf gleiche Viskositit 
mit den Vergleichsversuchen, betrichtlich héhere Zahlen ergeben. 

Da8 diese Auffassung richtig ist, beweist die Schutzsaftwirkung 
gegeniiber von nach der Buchnerschen Methode hergestellten Preti- 
siften. Hier tritt ja nur bei Zusatz von stark konzentriertem Schutzsaft 
eine gewisse ViskositaétsvergréBerung ein, die tiberdies in dem rein 
fliissigen Milieu bei weitem nicht. eine so reaktionshemmende Rolle 
spielt, wie in den Acetondauerhefeaufschlammungen, wo ungehinderte 
Diffusion das Haupterfordernis ist. So kommt es auch, daB Schutzsaft- 
konzentrationen, die fiir Acetondauerhefe schon jenseits des Optimums 
liegen, auf PreBsaft noch immer girumfangvermehrend einwirken, 
woraus sich fiir die quantitative Schutzsaftwirkung bedeutend héhere, 
den absolut richtigen wahrscheinlich sehr ‘nahekommende Zahlen er- 
geben. Die in Tabelle XI wiedergegebenen Versuche ergeben bei Zusatz 
von gewoéhnlichem Schutzsaft eine GarumfangvergréBerung von etwa 
40%, bei auf die Hialfte konzentriertem Schutzsaft sogar wm iiber 100°. 
Wie aus diesen Resultaten hervorgeht, eignet sich PreBsaft zur Charak- 
terisierung der Schutzsafteigenschaften wegen der damit zu erzielenden 
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groBeren quantitativen Ausschlige bedeutend besser als Acetondauer- 
hefe. Seiner durchgingigen Verwendung steht jedoch ebenso wie der 
von Mazerationssiften die sehr geringe Haltbarkeit des Priaparates 
entgegen, die fiir jede Versuchsreihe eine Neuherstellung des Saftes 
erforderlich macht, waihrend man von der Acetondauerhefe grofe 
Mengen eines gleichmafigen haltbaren Praparates herstellen und 
beliebig viele Vergleichversuche hiermit ansetzen kann. AuBerdem 
aber zeigten sich eine groBe Anzahl der Nachkriegshefen fiir die Her- 
stellung von PreBsiften und vor allem von Mazerationssaften gianzlich 
ungeeignet, eine Tatsache, die im zweiten Teil der Arbeit noch aus- 
fihrlich behandelt werden soll. 


Tabelle XI. 

Schutzsaft- und Phosphataktivierungen II. 
Versuchsbedingungen: PreBsaft aus U 12 (Ponarth) je 20cem, py = 5,8. 
Auf je 20cem Volumen 8 g Rohrzucker. Toluolzusatz. Phosphatgemisch 

Pu = 5,8. 





Entwickelte CO, in g 


se dazu nach Stunden 


-rbigog OE 2 | 116 


| 0,60 | 0,19 | 0.08 | ae fee | 0,87 
| 0,55 0,18 | 004; — | — | 0,77 


. 20cem Schutzsaft + | 0,65 | 0,35 | | 0.09 1 001; — | 1,10 
0,15 g Phosphat 0,73 | 0,29 | 0,11 003 — | 1,16 


. 0.cem konz. Schutz- 0,54 0,51) — | 0,58 0,17 0,10 1,90 
saft-+0,15g Phosphat | 0,60 | 052) — | 057 0,13 | 009, 1,91 


Versuchsbedingungen: PreBsaft aus U 13 (Ponarth), sonst wie oben. 


0,60 | 0.29 | 005; — | — | — || 0,94 
4 O16G Phoephet | 56 | 090 | 008 | — | — | — | ose 


. +0,15 g Phosphat 





5. 20cem konz. ecomth 0,43 | 0,47 | 0,27 | 0,33 | 0,11 | 0,09 | 430 1,70 


saft +- 0,15 g Phosphat 0,47 | 0,45 | 0,34 | 0,28 | 0,13 | 0,13 

Schutzsaftaktivierung iibertrifft die Phosphataktivierung um etwa fo Ys 
ausgedriickt durch Zunahme des Gdrumfanges, sich dadurch als zymase- 
schiitzenden, antiproteolytischen Effekt charakterisierend. 


Als weitere Variation in der Reihe der zur Belegung der Anti- 
enzymtheorie gemachten Versuchsanordnungen ist es nun am Platze, 
einen Vergleich und eine Kombination der Schutzsaftwirkung mit 
der von alkalischem Phosphat (K,HPO,) heranzuziehen, welches Salz 
infolge der in seinen Lésungen vorhandenen Wasserstoffionenkonzen- 
tration vom py = 8,3 gewissermaBen auch antiproteolytische Kigen- 
schaften besitzt. Tabelle X zeigt den Verlauf der Versuche, die im 
wesentlichen den mit dem Phosphatgemisch vom py = 5,8 angesetzten 
Experimenten entsprechen und nur viel héhere Werte ergeben, weil 
sich, wie erwartet, die Schutzsaftwirkungen und die Wirkungen des 
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sekunddren Phosphats in bezug auf ihre antiproteolytischen Eigenschajten 
addieren. Die VergréBerung des Gairumfanges in dem kombinierten 
Versuche betrigt hier 17%. 







































b) Widerstandsfahigkeit des wirksamen Prinzips gegen 
zerstOrende Agenzien. 

Nachdem bisher die girumfangvermehrenden Eigenschaften des 
wirksamen Prinzips im Schutzsaft hinsichtlich des von ihm beein. 
fluBten Verlaufes der Garung festgestellt' worden sind und durchweg 
zwanglos mit Antienzymeigenschaften in Ubereinstimmung gebracht 
werden konnten, war es méglich, einen weiteren Weg zur Identifizierung 
dieser Phanomene in der Richtung zu beschreiten, daB man die Wider. 
standsfaihigkeit des Zymasekatalysators einerseits und der Antiprotease 
als solcher andererseits gegeniiber von zerstérenden Agenzien priifte. 
be Hierbei muBten analoge Resultate gefunden werden. 

Hinsichtlich der Widerstandsfahigkeit der Antiprotease lag schon 
eine ganze Reihe von Versuchen vor (Buchner und Haehn, Uber eine 
Antiprotease im HefepreBsaft, s. weiter oben), die ergeben hatten, 
daB sie gegen Saiuren und Alkalien geringerer Konzentration ziemlich 
bestandig ist. 

Nun ist bekannt, daB das sogenannte wachstumsférdernde Vitamin 
durch Kochen mit Alkalien zerstért wird. Wenngleich natiirlich von 
einer Identitat oder auch nur einer Ahnlichkeit des wirksamen Prinzips 
im Schutzsaft hiermit nicht ohne weiteres die Rede sein kann, so liegen 
doch derartige Versuche auch hier nahe. 

Es wurde zunichst ein Zerstérungsversuch bei einem py = 7,6 
angesetzt, wozu fiir 200 ccm Kochsaft 2g K,CO, erforderlich waren. 
Das Gemisch wurde am Riickflu8kihler 6 Stunden gekocht, wobei 
ein Saft resultierte, der weder die spezifischen Schutzsaft- noch die 
antiproteolytischen EKigenschaften ginzlich verloren hatte (Tabelle XII). 
Denn sowohl die Girung mit diesem Safte zeigte noch die typischen 
Schutzsaftwirkungen, als auch erwies der Gelatineverdauungsversuch 
noch das Vorhandensein von Antiprotease. In einem zweiten Experiment 
wurde die Menge des K,CO, verdoppelt (Tabelle XII, 3., 4.), worauf 
nach sechsstiindigem Kochen ein Saft mit einem py = 8,6 vorlag. 
der schon schwach nach Ammoniak roch, also deutliche Zersetzungs- 
erscheinungen aufwies. Nach der Neutralisation mit Phosphorsiure 
zeigten die Giarversuche hiermit ein geringes quantitatives Zuriick- 
bleiben hinter den mit einer gleichen Menge Phosphat. aktivierten 
Experimenten, wahrscheinlich infolge von beim alkalischen Kochen 
entstandenen girungshemmenden Substanzen, aber eine schwache 
antiproteolytische Wirkung war sowohl im Gelatineversuch wie beim 
Verlauf der Giarung (schlechte Anfangs- und gute Endvergirung) noch: 
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nachzuweisen. Natiirlich ist an den schlechten Vergarungsergebnissen 
die hohe Salzkonzentration mit schuld. Jedenfalls lat sich die anti- 
proteolytische und die Schutzsaftwirkung auch hier nicht trennen, und 
es ist eine weitere Stiitze fiir ihre Identitat geliefert. 


Tabelle XII. 
EinfluB alkalischer Behandlung auf die 
; Schutzeigenschaften. 
I. Kochsaft: 6 Stunden mit lproz. K,CO, am Riickflu8kiihler gekocht, 
Py = 7,6. Mit H,PO, auf py = 5,0 gebracht. = Schutzsaft I. 
Garansatz: 2g Acetondauerhefe + 4g Rohrzucker + 20ccm H,O + Toluol. 








Entwickelte CO, in g 


Pose | dazu nach Stunden | Gesamt 
20Std.| 44 | 68 | 92 | 116 | 140 | 168 
SEES CSE RY 
_ 200cem H,O + 0,15g | 0,30 0,43 | 0,15 008/003 — | — | 0,99 
Phosphat 0,30 | 0,40 | 0,15 | 0,09 | 0,05; — | — | 0,99 
10,16 | — | 0,43 | 0,18 | 0,22 | 0,11 | 0,07)) 1,17 
2. 20cem Schutzsaft I og) — | 947 | 024 0117/0112 | 008] 1124 
II. Kochsaft: 6 Stunden mit 2proz. K,CO, gekocht, py, = 8,6. Mit H,PO, 
auf py = 5,0 gebracht = Schutzsaft IT. 
Gdaransatz: wie bei I. 
3. 20cem H,O + 0,3 g || 0,40 | 0,36 | 0,21 | | | | 0,06 
Phosphat | 0,36 | 0,34 | 0,22 | |, 0,05 
0,21 | 0,24 | 0,20 | 0, 0,18 
4. 20cem Schutzsaft IT 9'59 1023016) — | 015 
Gelatineverdauungsversuch. 


I. a) Gewoéhnliche Gelatine nach 44 Stunden durch Endotryptase 
verdaut: 1. 1,7 cem, 2. 1,8 ccm. 

b) Gelatine + Schutzsaft I nach 44 Stunden durch Endotryptase 
verdaut: 1. 1,3 cem, 2. 1,2 cem. 

II. a) Gewéhnliche Gelatine nach 72 Stunden durch Endotryptase 
verdaut: 1. 2,9 ccm, 2. 2,8 cem. 

b) Gelatine + Schutzsaft II nach 72 Stunden durch Endotryptase 
verdaut: 1. 1,9cem, 2. 1,9 ccm. 


Sowohl Schutzsaft I wie II zeigen noch typische zymaseschiitzende und 
antiproteolytische Eigenschaften. 

Héhere Alkalikonzentrationen zum Zwecke der Zerstérung an- 
zuwenden, verbietet sich wegen der Unméglichkeit, dann noch Gar- 
und Verdauungsversuche durchzufiihren. 


ce) Antiproteolytische Eigenschaften von WeiSkohlextrakt. 
Als besonders reich an Vitaminen, die zum Teil auch die Eigen- 
schaften des Biokatalysators BII zeigen, ist der WeiBkohl bekannt, 
und es lag im Sinne der bisher durchgefiihrten Versuchsreihen, einen 
Extrakt hieraus auf seine etwaigen antiproteolytischen und Schutzsaft- 
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Tabelle XIII. 


Antiproteolytische Eigenschaften von WeiSkohlextrakt. 


I. Gelatineverdawungsversuch. 


. Gewohnliche Gelatine + Endotryptasepraparat nach 144 Stunden 


verdaut: 1. 4,1 cem, 2. 3,9 cem. 


. Gelatine + Kohlsaft + Endotryptasepriparat nach 144 Stunden 


verdaut: 1. 1,3cem, 2. 1,4 cem. 


- Gewohnliche Gelatine + Endotryptasepriaparat nach 144 Stunden 


verdaut: 1. 5,2cem, 2. 5,1 cem. 


. Gelatine + Kohlsaft + Endotryptasepraparat nach 144. Stunden 


verdaut: 1. 1,7 cem, 2. 1,8 cem. 


. Gelatine + Kohlsaftasche + Endotryptasepraparat nach 144 Stunden 


verdaut: 1. 3,6cem, 2. 3,8 cem. 


.und D, zeigen die antiproteolytische Wirkung des Weifkohlextraktes. 


II. Vergdrungsversuch. 


Gdransatz: 2g Acetondauerhefe (Ponarth) + 4g Rohrzucker + Toluol. 













































































1. 20cem H,O+0,15g | 036 0,33 | 


Entwickelte CQO, in g | 
* cael 
nach dazu nach Stunden Gesamt 


20 Std. | 44 [ 68 | 9 116 | 164 | 


= PON 


009 111 

Phosphat | 040/035) — | 032) — | o12 | 119 
2. 20 ccm Kohlsaft+ 020 021) — | 039 — (0.20. 1,00 
0,1 g Phosphat 0,21 | 0.24 | — | 035 | — | 0,18 0,98 

3. wie 1 0,33 | 0,33 | 0,24 011 | 005) — | 1,06 
4. wie 2 0,18 0,22 | 028 | 016 | 006 | — . 0,90 


Auch im Gdrversuch ist die Schutzsaftwirkung des Weifkohlextraktes 
qualitativ erkennbar. 


Um festzustellen, inwieweit die antiproteolytischen Eigenschaften 
dieses Extraktes auf seine anorganischen Bestandteile zuriickzufiihren 


Zu diesem Zwecke wurden 500 g Weibkoh| 
zerrieben und hydraulisch bei 200 Atmosphiren abgepreBt, woe 
300 ccm PreBsaft von einem py = 4,0 resultierten. Dieser wurde 
aufgekocht, ‘abfiltriert und auf die Hialfte eingeengt. Im Gelatine. 
verdauungsversuch zeigte dieser Saft starke antiproteolytische Eigen. 
schaften, die gréBer waren als die von Schutzsaft aus Hefe, was zum 
Teil allerdings wohl auf die hohe Wasserstoffionenkonzentration zuriick. 
zufiihren ist, da das Optimum des Pepsins erst bei pq = 4,5 liegt 
(Tabelle XIII). Der Girversuch zeigte in qualitativer Hinsicht auch 
wieder die typischen Schutzsafteigenschaften mit stirkerer Betonung 
der Endvergirung. Jedoch reichte die Gesamtkohlensiureentwicklung 
iiber den nur mit Phosphat aktivierten Versuch, bezogen auf gleiches 
Pu, nicht hinaus, eine Folge der durch irgend ein beigemischtes hemmen- 
des Agens verursachten schlechten Angirung. 
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sind, wurden 20 ccm des Saftes verdampft, verascht und mit Wasser 
aufgenommen. Hiermit wurde die zu verdauende Gelatine hergestellt. 
Es zeigte sich eine schwache antiproteolytische Wirkung, die jedoch 
hinter der des Saftes selbst um die Hialfte zuriickblieb (Tabelle XIII, 
[.E.), so daB organische Agenzien die Hauptrolle spielen miissen. 
Diese diirften der Antiprotease im HefepreBsaft und damit den giir- 
umfangvermehrenden Schutzstoffen entsprechen. 


d) Das antiproteolytische zymaseschiitzende Prinzip 
im Schutzsaft wirkt nicht im Sinne von Puffersubstanzen. 

Bei der Charakterisierung der Art der Schutzsaftwirkung lag die 
Moglichkeit vor, diese als eine rein physikalisch-chemische Erscheinung 
in der Form einer Pufferwirkung, hervorgerufen durch die im Schutzsaft 
vorhandenen Kolloide und Aminosiuren, bezeichnen zu wollen. Euler 
sagt tiber derartige Erscheinungen in seiner ,,Chemie der Enzyme“, I. 
folgendes: ,,Durch ihre Fahigkeit als amphotere Elektrolyte sowohl 
mit Siuren, wie mit Basen Salze zu bilden, wirken indirekt EiweiB- 
stoffe, Peptone und Aminosiuren oft beschleunigend, wenn auch selten 
besonders kraftig. Sie regulieren gewissermafen die Konzentration der 
jreien Sduren und Basen“, und weiter: ,,EiweiBkorper und andere 
Kolloide titben Schutzwirkung gegen Inaktivierung der Enzyme bei 
héheren Temperaturen aus. Es liegt wohl Pufferwirkung vor.“ 

Nun haben zunichst Buchner und Haehn in der Arbeit iiber eine 
Antiprotease im HefepreBsaft*‘ nachgewiesen, dafB Aminosiuren ver- 
schiedener Art auf lagernden PreBsaft keinerlei zymaseschiitzende Wir- 
kung und auch auf Gelatine keine antiproteolytische Wirkung ausiiben. 

DaB auch im vorliegenden Falle die Pufferwirkung nicht die Ur- 
sache der antiproteolytischen Wirkung des Schutzsaftes darstellt, 
geht zur Geniige aus den im folgenden beschriebenen Versuchen hervor. 

Zunachst muBte festgestellt werden, inwieweit sich tiberhaupt 
wihrend des Girverlaufs die Wasserstoffzahl] der PreBsiifte nach der 
sauren Seite verschiebt, und ferner, welchen EinfluB die Schutzsaft- 
baw. Phosphatzusitze auf diese Verschiebung ausiiben. PreBsaft wurde 
mu diesem Zwecke 1. allein, 2. mit dem iiblichen Phosphatgemisch 
vom py = 5,8 und 3. mit Schutzsaft in drei Vergleichsversuchen zur 
yirung angesetzt. Gleichzeitig mit der taglichen Bestimmung der 
Kohlensiureentwicklung wurde stets die Wasserstoffzahl gemessen. 
Hierbei stellte es sich heraus, daB die Wasserstoffzahl in allen drei 
Versuchen im ganzen um einen fast gleichen geringen Wert (von py = 5,8 
bis pq = 5,6) abnahm (Tabelle XIV, A.). Unterschiede in der Pufferung 
waren demnach nicht festzustellen. Die erhebliche Vermehrung des 
Gérumfanges des mit Schutzsaft aktivierten V ersuches hat also offensichtlich 
mit der Pufferung nichts zu tun. 
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Tabelle XIV und XV. 

A. Prifung auf Pufferwirkung von Phosphaten und Schutzsaj; 
wahrend der Garung im Hinblick auf ihre zymaseaktivierendey 
Wirkungen. 

Versuchsbedingungen: Je 20cem PreBsaft aus V.L.B. U5. Auf 20 cen 
Volum je 8g Rohrzucker. Toluolzusatz. Phosphatgemisch p, = 5,8, 








| Entwickelte CO, in g 


i weeks ih dazu nach Stunden Gesamt 
febsot ee 
i See 
' i 048 | 0,45 0,10 
1. + 0,2 g Phosphat | 046 | 0,45 010 
Py der Lisung = 5,8 py =| 56 | 56 5,6 


| 043 | 028 002 
| 042 030 002 


Py der Lésung = 5,8 py =| 5,6 56 | 56 5,5 


| 0,45 0,69 | 0,16 0,08 
. +20cem Schutzsaft | 048 068 0.16 0.07 


py der Liésung = 5,9 py =| 5,7 5,7 5,7 5,7 || 
Versuch zeigt gleichmaBige Verschiebung des py in 1. 2. und 3. um 0,2. 


. Ohne Zusatz 


B. Wirkung von Phosphat py = 5,8 und py = 4,6 auf die Garung. 
Versuchsbedingungen: 2 g Acetondauerhefe + 4 g Rohrzucker + 20 cem H,0 
+ Toluol. 


rn = — a en 


Entwickelte COs in g 











} nach |. dazu nach Stunden — | Gesamt 
vind ES Vee 


| 0,35 | 0,30 | 0,17 | 0,12 | 0,94 


1. 0,2 Phosphat po = 58 || g'36 | o.32 | 0.16 | — | 0,12 | 0,96 
0,32 | 0,29 | 0.17) — | 010 | 088 
| 0,32 | 027 | 015 > — | 010) 0,84 


Der Gdrumfang bei der py = 5,8 iibertrifft den bei py = 4,6 um 8%. 


2. 0,2 g Phosphat py = 4,6 


In einem weiteren Experiment wurde dann noch festgestellt. 
inwieweit bei einem py des Garungsmilieus von 4,6 (primares Phosphat) 
der Garumfang gegeniiber dem sonst vorhandenen py von 5,8 zuriick- 
bleibt. Aus Tabelle XIV, B., ist ersichtlich, daB die entwickelte (0, 
bei pu = 4,6 um 8% geringer ist als bei einem py von 5,8. 

Eine so geringe Verschiebung, wie sie wahrend der Giarung selbst 
auftritt, wo das pq nur um etwa 0,2 bis 0,3 verandert wird, kann also 
héchstens eine Differenz von 1,5% in der CO,-Entwicklung ausmachen, 
ein Fehler, der bei der GréBenordnung der Ausschlige vernachlissizt 
werden kann. Es geht somit aus den Experimenten hervor, da man 
keine Berechtigung hat, bei den vorliegenden antiproteolytischen Eigen- 
schaften des Schutzsaftes als von Pufferwirkungen zu sprechen. 
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Aus allen den hier angefiihrten Versuchen geht die Identitat 
zwischen antiproteolytischen und zymasekatalysatorischen, girumfang- 
vermehrenden Agenzien einwandfrei hervor. Sowohl aus dem Verlauf 
der Girungen an sich unter den verschiedensten Bedingungen, als 
auch im Vergleich mit analog angesetzten Gelatineverdauungsversuchen, 
sowie endlich aus den gleichartigen Eigenschaften der fraglichen Stoffe 
gegeniiber von zerstérenden Agenzien ist ein umfassendes Beweis- 
material hierfiir zusammengestellt. Dab jedoch die antiproteolytischen, 
also zymaseschiitzenden Eigenschaften nicht die einzige Wirkungsweise 
des Schutzsaftes in bezug auf seine girumfangvermehrende Wirkung 
bedeuten, sondern daB auch ein das Co-Enzym schiitzendes Prinzip 
darin enthalten ist, wird im zweiten Teil der Arbeit gezeigt werden. 


D. Uber die Nomenklatur von Antifermenten und Fermentantikérpern. 


Die auf dem Gebiete der hier in Frage kommenden Kérperklassen 
herrschenden Unstimmigkeiten in bezug auf die Begriffsbildung er- 
fordert es, an dieser Stelle noch die Grundlagen der in dieser Arbeit 
gebrauchten Nomenklatur zu erértern. 


In seiner ,,Chemie der Enzyme“ sagt Huler hinsichtlich der Be- 
griffsbestimmung obiger Kérper folgendes: ,,Von vornherein kann 
man alle diejenigen Stoffe zu den Paralysatoren (gemeint sind chemisch 
definierte, die Enzymtitigkeit hemmende Koérper) abfiihren, welche 
nicht auf eiy spezielles Enzym spezifisch wirken, besonders, wie Newberg 
hervorhebt, die hitzebestandigen und anorganischen Substanzen, 
welche die Enzymwirkung mehr oder weniger vollstandig aufheben.“ 


Es steht natiirlich auBer Diskussion, daB man einen chemisch 
wohl definierten anorganischen oder auch organischen Enzympara- 
lysator nicht mit der Bezeichnung Antienzym belegen wird. Jedoch 
wire es inkonsequent, derartig wirkende Agenzien, die wir nicht rein 
darzustellen in der Lage sind, in ihrer Bezeichnung als Antienzyme 
nur von ihrer mehr oder weniger groBen Hitzebestindigkeit oder spezi- 
fischen Wirksamkeit abhingig machen zu wollen. Nachdem wir im 
Co-Enzym der Zymase und in einigen anderen Co-Enzymen Fermente 
kennengelernt haben, die in recht hohem Mafe thermostabil sind und 
von denen ersteres doch nach seinen ganzen Eigenschaften bei der 
Zymasegirung die Hauptrolle spielen diirfte, ja sogar gewissermaBen 
das eigentliche Giarungsenzym charakterisiert, so diirfte man hier 
schon in analoger Weise hinsichtlich des Co-Enzyms nicht mehr als 
von einem eigentlichen Enzym sprechen, nur weil es eben in hohem 
Grade thermostabil ist. 

Ebenso ist ja, wie Huler ebenda mitteilt, ein pepsinhemmendes 


Agens, das Blum im Magensaft gefunden hat, hitzebestiandig. 
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Sicherlich wird die Zahl der thermostabilen Enzymparalysatore) 
sich im Laufe der Zeit noch erheblich vermehren lassen, ohne daf x 
méglich sein wird, sie in ihren Eigenschaften von den sogenannten 
eigentlichen thermolabilen Antienzymen wesentlich zu unterscheiden. 

Die ganze Antifermentforschung steht augenblicklich unter dem 
EinfluB der in physiologischen Saften nach Zusatz artfremder Sub. 
stanzen gefundenen Antifermenten und Antitoxinen, und man versucht 
bisher immer, diesen Phinomenen auch alle anderen Antienzym- 
wirkungen generell anzugliedern. Ob dies der richtige Weg der Forschung 
auf diesem Gebiete ist, mu8 noch dahingestellt bleiben, ehe es gelingt, 
Kinblick in die Konstitution und Wirkungsweise dieser Kérper zu 
gewinnen. 

Augenblicklich miBte es jedenfalls noch richtiger erscheinen, alle 
diejenigen fermentparalysierenden Agenzien, die wir nicht chemisch 
oder physikalisch definieren kénnen und die aus Enzymsiften ge- 
wonnen werden, ohne Riicksicht auf ihre mehr oder weniger grofe 
Thermostabilitat bzw. spezifische Wirkung als Antienzyme zu _ be- 
zeichnen. Im Verlaufe der Forschung werden dann aus ihrer Zahl 
allmihlich alle diejenigen ausgeschaltet werden kénnen, die wir chemisch 
oder physikalisch zu definieren in der Lage sind, bis schlieBlich die 
Enzyme selbst, auch die empfindlichsten unter ihnen, des Schleiers 
ihres Konstitutionsgeheimnisses entkleidet, uns als chemische Indi- 
viduen oder als Konglomerat von solchen von besonderer katalysa- 
torischer Begabung entgegentreten werden. 

Es liegt somit kein triftiger Grund vor, dem von Buchner und Haehn 
im HefepreBsaft gefundenen antiproteolytischen Agens, das beinormalem 
Druck kochbestindig und in gewissem Sinne auch unspezifisch ist, 
den Namen ,,Antiprotease“ zu verweigern. Und ebenso ist man be- 
rechtigt, einem analogen antilipatisch wirkenden Kérper die Be- 
zeichnung ,,Antilipase“‘ beizulegen. Einen Unterschied zwischen 
, Fermentantikérpern’ und ,,Antifermenten‘“‘ zu machen, wie es Euler 
vorschlagt, eriibrigt sich nach dem Gesagten. Man wiirde zunichst 
nur zwischen Antifermenten und chemisch definierten oder physi- 
kalisch bestimmten Paralysatoren zu unterscheiden haben. 
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II. Teil: 


Girungskatalysatoren aus Hefesiften als girumfangvergréBernde Stoffe, 
erklart durch ihre Co-enzymschiitzenden Eigenschaften. Charakterisierung 
dieser Stoffe als antilipatische Agenzien. 


A, Allgemeines. 


Wahrend bisher das wirksame Prinzip des Schutzsaftes nur im 
Hinblick auf seine Identitat mit der ,,Antiprotease“’ untersucht worden 
ist, mu8 nunmehr auch eine zweite Eigenschaft in den Bereich der 
Erwigungen gezogen werden, die sich namlich dadurch kennzeichnen 
miBte, daB bei der Zunahme des Girumfanges nicht nur ein die eigent- 
liche Zymase schiitzendes Prinzip, sondern auch ein analoges Co-enzym- 
schiitzendes Prinzip eine Rolle spielen diirfte. Es wire demnach not- 
wendig, zur Bestatigung eines in diesem Sinne wirkenden Agens zuerst 
die Co-enzymschiitzende Kraft des Schutzsaftes im Garversuch einwand- 
frei nachzuweisen, und dann die Art dieser Wirkung in ahnlicher Weise 
wie beim zymaseschiitzenden Stoffe auf eine einfach zu definierende 
Ursache zuriickzufiihren. 

Zu diesem Zwecke erschien es zuniichst ratsam, an Arbeiten an- 
zukniipfen, die von Harden und Young), den Entdeckern des Co- 
Enzyms, gemacht worden sind. Auf Grund von hierbei erzielten Er- 


gebnissen haben sie schon die Vermutung ausgesprochen, daB die 
Abnahme der Wirksamkeit des Zymasekomplexes zum Teil auf die 
Zerstérung des Co-Enzyms durch unbekannte Einfliisse zuriick- 
zufiihren ist. 


Ferner hat EH. Buchner in der ,,Zymasegirung Versuche be- 
schrieben, die itiber das Verhalten des Co-Enzyms im HefepreBsaft 
einige Aufschliisse geben kénnen. Er hatte naimlich gefunden, dab 
dieser PreBsaft beim Lagern, auch bei verhiltnismaBig niederen Tem- 
peraturen und unter vollig aseptischen Bedingungen, ziemlich schnell, 
meist schon nach 24 Stunden, seine Garkraft véllig einbiBt. Er fiihrte 
diese Erscheinung auf die im PreBsaft in wechselnden Mengen vor- 
handene Endotryptase?) zuriick, die eine erhebliche zymasezerstérende 
Kraft ausiibt, eine Annahme, die durch alle diesbeziiglichen Versuche 
bestatigt werden konnte. 

Buchner und Klaite stellten nun aber auch fest, daB man diesen 
unwirksam gewordenen PreBsaft, wenn das Lagern noch nicht zu lange 
ausgedehnt war, durch Zusatz von Kochsaft, d. h. also von Co-Enzym, 
wieder girkraftig machen konnte. Gleichzeitig wurde gezeigt, da 


1) Harden und Young, Proc. Roy. Soc. 77, 405; 78, 369. 
*) Buchner und Hahn, Die ,,Zymasegiérung™. 
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nahezu ausgegorener PreBsaft, d. h. also PreBsaft, der auf Zucker bis 
zum fast volistindigen Erléschen seiner Girkraft angesetzt gewesen 
war, durch Zugabe von Kochsaft wieder bis zu einem gewissen Grace 
regeneriert werden konnte. Hieraus war es ersichtlich, daB sowoh| 
beim Lagern, wie auch bei der Garung zuerst das Co-Enzym zerstirt 
wird, waihrend die eigentliche Zymase anscheinend mehr Widerstands- 
fahigkeit destruktiven Kinfliissen gegeniiber aufweist!). Es lag nahe, 
anzunehmen, da das Co-Enzym, das sich stark lipaseempfindlich 
gezeigt und dem man iiberdies Esternatur zugesprochen hatte, durch 
die im Hefesaft vorhandenen Lipasen verseift wird. Ein Co-enzym- 
schiitzender Stoff im Schutzsaft miiBte dementsprechend antilipatische 
Eigenschaften zeigen. Wiahrend nun iiber die antiproteolytischen 
Eigenschaften des Kochsaftes im Hinblick auf den Abbau von Eiweil- 
k6érpern verschiedener Art durch die schon mehrfach zitierten Arbeiten 
von Buchner und Haehn bereits Klarheit geschaffen war, ist itiber 
etwaige antilipatische Eigenschaften an sich oder auch nur iiber Co- 
‘enzymschiitzende Agenzien im Schutzsaft bzw. Kochsaft noch gar 
nichts bekannt. 

Und doch mu8 aus dem vorher Gesagten und aus den in dem ersten 
Teil der Arbeit untersuchten Eigenschaften des Schutzsaftes gegeniiber 
von Zymasepriparaten auf derartig wirkende Agenzien geschlossen 
werden, denn mit der antiproteolytischen Wirkung allein lieBe sich 
die durch den Schutzsaft verursachte VergréBerung der Garung nicht 
restlos erklaren. Verfallt das Co-Enzym ebenso leicht der Destruktion 
wie sein Komplement, so muB bei einer Verlingerung der Giarzeit 
auch ein Schutzkérper fiir beide Teile des Enzymkomplexes in Aktion 
treten. ras 

Dieses Co-enzymschiitzende Prinzip wire dann, wie schon an- 
gedeutet, vielleicht als eine der ,,Antiprotease“ analoge ,,Antilipase” 
zu charakterisieren. 

Den zum Zwecke einer Beweisfiihrung fiir diese Annahme zu- 
nichst angesetzten Versuchen lag folgender Gedankengang zugrunde: 

LaBt man PreB- oder Mazerationssaft ohne jeden Zusatz lagern, 
so erlischt die Garkraft bald. Durch Zusatz von Co-Enzym 1aBt sie 
sich anfangs noch regenerieren. Wird nun durch Lagern des Prefsajtes 
in Gegenwart von Schutzsaft auBer der eigentlichen Zymase auch das 
Co-Enzym erhalten, so mu dieser mit Schutzsaft gelagerte PreBsaft auch 
ohne Kochsaftzusatz noch gérkriftig sein. Ist dies der Fall, so ist der 
Nachweis eines Co-enzymschiitzenden Prinzips gefiihrt, zu dessen 
niherer Charakterisierung eine Identifizierung mit einer ,,Antilipase* 
versucht werden miibte. 


1) Buchner und Haehn, diese Zeitschr. 19, 191, 1909. 
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B. Neuartige enzymatische Eigenschaften heutiger Hefen. 

Als nun zur Herstellung der fiir obige Versuche bendtigten Preb- 
und Mazerationssifte geschritten werden sollte, stellte es sich heraus, 
daB ein groBer Teil der untergirigen Bierhefen, die hierzu Verwendung 
finden sollten, Eigenschaften in bezug auf ihre enzymatische Wirksam- 
keit zeigten, die hier zunichst eingehender untersucht werden miissen, 
da sie zu dem zu entwickelnden Problem in naher Beziehung stehen. 

Es gelang namlich trotz Beihilfe erfahrener Praktiker in vielen 
Fallen nicht, wie in den Zeiten vor dem Kriege, wirksame Mazerations- 
sifte nach der von v. Lebedew beschriebenen Methode herzustellen. 
Und zwar zeigte eine ganze Anzahl durchaus verschiedener Hefen von 
mehreren Brauereien dieselbe iiberraschende Eigenschaft. 

Man konnte zunichst nur. auf einen im Verhiltnis zur Vorkriegs- 
zeit stark vergréBerten Endotryptasegehalt der Hefen schlieBen, der 
durch vorlaufig nur vermutete Einfliisse — Hungern der Hefen in 
den diinnen Kriegswiirzen und vor allem Verarbeitung eines erheblichen 
Prozentsatzes von Rohfrucht zur Wiirze (unvermilzter Reis und Mais) — 
erklart werden konnte. 

Eine gewisse Stiitze erhielt diese Theorie, da8 naimlich durch den 
groBen Endotryptasegehalt die Zymase bei der Mazeration rasch zer- 
stért wird, dadurch, daB bei einer Mazeration in phosphatalkalischer 
Lésung, also bei Bedingungen, die endotryptaseschidlich waren, wieder 
normale Mazerationssifte erhalten werden konnten?). 

In einer gewissen Ubereinstimmung hiermit scheint auch das 
Ergebnis der Regenerierung einiger ausgewaschener Acetondauerhefen 
durch Kochsaft zu stehen (Tabelle I, 2., 5., 6.), wobei recht schlechte 
Vergirungswerte gefunden wurden. Es lag hier die Méglichkeit vor, 
daB die Zymase waihrend des Auswaschens, das ja mehrere Stunden 
in Anspruch nimmt, von etwa reichlich vorhandener Endotryptase 
stark angegriffen wird, zumal ihr ja durch das Auswaschen die wasser- 
léslichen Antienzyme entzogen werden. Ein zur Klarung dieser Frage 
durchgefiihrtes Auswaschen mit phosphatalkalischem Wasser fiihrte 
allerdings nicht zu positiven Resultaten. 

Es war nun zunichst festzustellen, ob jene phosphatalkalische 
Wirkung wirklich nur auf Rechnung der Alkalitat vnd nicht etwa des 
Phosphations zu setzen ist. Es wurden zu diesem Zwecke Versuche 
mit Zusatzen von kohlensaurem Kali zu der zu mazerierenden Trocken- 
hefeaufschlammung angesetzt. 

Im ersten Falle ergab ein Zusatz von 0,05 g K,CO, zu der tiblichen 
150 cem Hefelésung einen Mazerationssaft, der, vor allem nach Kochsaft- 


1) Hayduck und Haehn, diese Zeitschr. 128, 568, 1922. 
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zusatz, verhaltnismiBig gute Vergirungswerte ergab (Tabelle XVI, |.). Vo 
Besonders auffiillig war hier schon die lange Dauer der Giruny. lichkeit 
Auge § 
Tabelle XVI. Zu 
Garversuche mit Mazerationssaften nach Lebedew I. angeno 
f Herstellung der Mazerationssajfte: 50 g Trockenhefe (1 bis 5 U-Hefe vom Endot1 
Januar 1922, 6 bis 11 U4 V. L. B. vom Februar 1922) + 150cem H,0 Jersto 
+ verschiedene Mengen K,CO, bzw. K,HPO, (2% bis 3 Stunden) bei 33 ; E 
bis 34° mazeriert und mit Kieselgur abgepreBt. ger 
Gdransatz: Je 20 cem Saft, 8g Rohrzucker, Toluol. nur di 
tt ————— tatsicl 
| Entwickelté CO, in g Hefen 
ey dazu nach Stunden | ml (bis Z\ 
| 20 -——— cupaid renal _.___|} Sam 
| Std.| 44 68 | 92 | 116 | 140 || Folge 
; ; = eR ym 
1. Mazerationssaft (mit 0,05 g K,CO. Ps 
maz.) + 10cem Kochsaft p,; =6,6 0,32 0,25 | 0,19 0,18 | — (020 1,14 der H 
ae : : | Stoffe 
he 2. Mazerationssaft (mit 0,15 g K,CO | - : 
¥ mazeriert) nach 20 Std. Garung Mer Mem ‘ mn be a veal Es ist 
cE Zusatz von 10cem Kochsaft ? ? ith 5, ' ’ a spezie 
* 3. Mazerationssaft (mit 0,15 g K,CO, | Ke i 
.% 0,10 — 0,22'0,15/011, — 058 reinen 
‘ reer + 10 ccm H,0 20 Std. auto- 0,10 — 019 017/012. — | 058 ‘dian 
is ysiert | 
: 4. Mazerationssaft wie 2. + 10cem 0,12 — 0,18 0,12/0,09 — 051 I 
a Schutzsaft 20 Std. autolysiert 013 — 0,19/0,15/010 — 0,57 anreit 
fi 5. Mazerationssaft wie 2. 20 Std. 0,12 — 0,23 0,17/012 — 0,64 muBt 
+4 autolysiert + 10cem Kochsaft 0,12 — 024016012 — 0,64 Wirz 
yy 6. Mazerationssaft (+ 0,5g K,CO, 002, — — | —|— — 002 pas 
maz.) py = 6,3 OO ech ec ct | 02 pee 
7. Mazerationssaft (+ 4g K,HPO, 1 
maz.) mit H,PO, neutralisiert, 0,04 0038 — — > — — 07 
Pu = 5,1 die a 
8. Mazerationssaft (mit Schutzsaft 0,04 003 — —|— — 0,07 keit, 
maz.) 0,04 003 — — Lom | = | O07 koag 
10. Mazerationssaft (+ 0,15 g K,CO, | 0,04 0,03 —- —|— — 007 
maz.), Py = 6,2 003/003, — —}|— — 0,06 
Versuche 1 bis 5 zeigen infolge alkalischen Mazerierens wirksame Saft: 
wahrend in 6 bis 10 dies Ziel auf demselben Wege nicht mehr erreichi stam 
werden konnte. Gark 
In einem zweiten Versuche (ebenda) wurde die Menge K,CO, 
auf 0,1°% gebracht. Auch hier wurde ein, wenn auch schwiicher wirk- 10 0 
samer, Saft erhalten (Tabelle XVI, 2., 3.), der, nachdem ihm nach abfil 


20stiindiger Giarzeit noch Kochsaft zugesetzt worden war, auch eine 
recht lang dauernde Garkraft aufwies. 

Es war somit erwiesen, daB eine Wirkung des Phosphations bei 
der Erhaltung der Girkraft nicht in Frage kam, sondern die Wasserstoff- 
ionenkonzentration die ausschlaggebende Rolle spielte. 
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Von dieser Tatsache ausgehend, konnten nunmehr folgende Még- 
lichkeiten als Ursachen fiir die Besonderheit der heutigen Hefen ins 
Auge gefaBt werden. 

Zunachst haben Hayduck und Haehn in. der soeben zitierten Arbeit 
angenommen, da die iri Frage kommenden Hefen einen gréfSeren 
Endotryptasegehalt aufzuweisen hiatten als friiher, wodurch eine rasche 
Zerstérung der Zymase wahrend der Mazeration bewirkt wurde. Hervor- 
gerufen konnte eine derartige Anderung des enzymatischen Systems 
nur durch verinderte. Lebensbedingungen sein, und diese waren ja 
tatsichlich vorhanden. Samtliche der zur Untersuchung kommenden 
Hefen hatten Wirzen mit einem mehr oder weniger groBen Gehalt 
(bis zu 40%) an Rohfrucht, d. h. Reis und Mais, zu verarbeiten, eine 
Folge der auBerordentlichen Gersteknappheit. Das durch weitgehende 
enzymatische Wirkungen fiir den Nahrungsbedarf und die Gartitigkeit 
der Hefen gut vorbereitete Malz war also zum erheblichen Teil durch 
Stoffe ersetzt, die keinerlei Vorbearbeitung unterzogen gewesen waren. 
Es ist sicher, daB besonders der Gehalt an abgebauten Proteinen, 
speziell Aminosiuren, in den fraglichen Wiirzen geringer ist als in 
reinen Malzwiirzen, eine Tatsache, die zur Begriindung einer erheb- 
lichen Anderung des enzymatischen Systems hinreichen diirfte. 


Es wurde versucht, einen direkten Nachweis der Endotryptase- 
anreicherung in den heutigen Hefen, die viel Rohfrucht verarbeiten 
muBten, durch Vergleich mit solchen, die weniger Rohfrucht enthaltende 
Wiirzen vergoren hatten, durchzufiihren. Es stand zu diesem Zwecke 
eine Hefe zur Verfiigung, die in Wiirzen mit 40°, Rohfrucht, und eine 
solche, die in 20% Rohfrucht enthaltenden Wiirzen gegoren hatte. 


Von beiden wurde PreBsaft hergestellt und in diesem PreBsaft 
die autolytische Kraft bestimmt, d. h. die eiweiBabbauende Wirksam- 
keit, ausgedriickt durch die Abnahme des Gehaltes des PreBsaftes an 
koagulierbarem Eiwei8 innerhalb bestimmter Zeitintervalle. 


Die Ergebnisse sind im folgenden zusammengestellt: 


1. Untergarige Hefe U 6 der V. L. B., aus Wiirze mit 40% Rohfrucht 
stammend, liefert wnwirksamen Mazerationssaft, PreBsaft von geringer 
Garkraft und Lagerbestindigkeit und normale Acetondauerhefe. 

20 com PreBsaft aus obiger Hefe ergibt: 

Eiweifjdllung durch 15 Minuten Kochen nach Zusatz von 80 ccm H,0O, 
10 cem gesattigte NaCl-Lésung, 0,2 ccm Eisessig, 45 Minuten weiter erhitzt, 
abfiltriert, ausgewaschen und bei 103° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

a) 1,1255 g, 
b) 1,1278 g. 
Nach 92 stiindiger Autolyse bei 22°. 
a) 0,2172 g, 
b) 0,2188 g. 
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Verdautes Eiweif: 
a) 0,9083 g, 
b) 0,9090 g. 


yora usse 


auf die 





Vom gesamten gerinnbaren EiweiB verdaut: 81%. _ 
2. Untergdrige Hefe U 10 der Brauerei Ponarth, aus Wiirze mit 20: fiir die 
Rohfrucht stammend, liefert, mit K, H PO, mazeriert, schwach zymasehaltiy: n anzufith 
Mazerationssaft, stark girkraftigen und verhaltnisméBig lagerbestindigen den in 
PreBsaft und normale Acetondauerhefe. konzent 
20 ccm PrefBsaft aus obiger Hefe ergeben: 
pes a i uti : se aa pines 
a) 1,5100 g, restlos % 
b) 1,5055 g. alten Si 
: Nach 92stiindiger Autolyse bei 22°. Da: 
: 8) — gs durch d 
j valaeaaes BiweiB : or 
a) 0,9012 g, entgege 
b) 0,9043 g. PreBsiif 
Vom gesamten gerinnbaren Eiweif verdaut: 59,5 %,. der Zell 
Die Resultate zeigen zuniichst die bemerkenswerte Tatsache, dai e: vice 
der EiweiBgehalt des PreBsaftes 2, der nach der vorher erérterten Pig 
Theorie den kleineren Endotryptasegehalt zeigen soll, um 13°% hoher ie 
ist als der von PreBsaft 1, was eine gute Ubereinstimmung mit den zu — ‘b 
erwartenden Ergebnissen bedeutet. Und auch das Resultat der Priifung — 
der autolytischen Kraft ist in demselben Sinne zu deuten. Denn der Zu 
PreBsaft aus ,,Rohfruchthefe“‘ hat in der Vergleichszeit (92 Stunden) der zu 
81% gerinnbares Eiweif verdaut, der Vergleichssaft jedoch nur 59,5 °%, durch 
woraus ein gréBerer Endotryptasegehalt der ,,Rohfruchthefe‘ her- angese 
vorgeht. unter 
Auch noch auf einem anderen Wege wurde es versucht, den Nach- wine 
weis fiir die erwahnte Theorie zu fiihren. Es wurde hierzu Lebedewhefe el 
unter Zusatz von Schutzsaft zur Mazeration angesetzt, um dadurch Sales 
die eventuelle Endotryptasewirkung zu hemmen, jedoch mit negativem ak 
Resultat, wobei allerdings beriicksichtigt werden muB, daB die benutzte Diese 
Hefe auch bei alkalischem Mazerieren unwirksame Safte lieferte (Ta- hindes 
belle XVI, 6. bis 10.). Es war ja auch a priori zu erwarten, daB der 7 
Schutzsaft unwirksam bleiben muB, wenn die Enzymzerstérung bereits 
unter dem Einflu8 des am schnellsten hineindiffundierenden Wassers der al 
innerhalb der Zelle vor sich geht, wohin die antiproteolytischen Stoffe wendi 
unter Umstiinden nur langsam eindringen und deshalb nicht recht- die . 
zeitig zur Ausiibung ihrer Tatigkeit gelangen kénnen. -_ 
Da jedoch eine weitere Ausarbeitung dieses Problems eine voll- = 
staindige umfangreiche Arbeit fiir sich bedeuten wiirde, die auch hin- » 
sichtlich der erforderlichen Mannigfaltigkeit der zu untersuchenden vorlie 


Hefen ein nur mit groBen Schwierigkeiten zu beschaffendes Material 
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yoraussetzt, so muBte dieses Gebiet verlassen werden, um wieder 
auf die eigentlichen Ziele der Arbeit naher eingehen zu kénnen. 

Um zunichst noch die sonst in Frage kommenden Moéglichkeiten 
fir die Anderung des enzymatischen Systems der heutigen Hefen 
anzufiihren, so waren dies: einmal die etwaige Verschiebung der in 
den in Frage kommenden PrefSsiften herrschenden Wasserstoffionen- 
konzentration mehr nach der sauren Seite und eine hierdurch hervor- 
gerufene Endotryptasebegiinstigung. Diese Frage ist jedoch erst dann 
restlos zu kléren, wenn es wieder moglich sein wird, Hefen mit den 
alten Standardeigenschaften zum Vergleich heranzuziehen. 

Dann muB8 noch in Erwigung gezogen werden, daB die Zellwande, 
durch die die Fermente austreten miissen, eine andere Beschaffenheit 
zeigen und dem Mazerieren und Trocknen einen gréBeren Widerstand 
entgegensetzen kénnten als friiher. Hier kénnte die Herstellung von 
PreBsiften nach EZ. Buchner, die ja unter mechanischer Zertriimmerung 
der Zellen verlauft, gewisse Aufschliisse geben. Diese PreBsifte zeigten 
in der Tat eine gewisse, wenn auch nicht sehr erhebliche Garkraft, 
wogegen die mit Kieselgur bei 400 Atmospharen ausgepreBte mazerierte 
Hefe keinerlei wirksame Sifte mehr lieferte, ein Zeichen, daB der Zell- 
wandbeschaffenheit kein ins Gewicht fallender EinfluB hierbei zuzu- 
schreiben ist. 

Zuletzt wurde nunmehr, um einen etwaigen nachteiligen Einflu8 
der zum Auspressen gebrauchten Kieselgur auf die Garungsenzyme 
durch Verschiebung des py festzustellen, ein diesbeziiglicher Versuch 
angesetzt, indem die Kieselgur in Wasser aufgeschlaimmt, langere Zeit 
unter mehrmaligem kraftigen Schiitteln stehen gelassen und dann 
abfiltriert wurde. Das destillierte Wasser, das hierzu verwendet wurde, 
hatte ein py von etwa 6,01). Das Kieselgurfiltrat py = etwa 6,31). 
Es zeigte sich also eine schwache Verschiebung des py nach der alka- 
lischen Seite, wahrscheinlich infolge des Eisenoxydgehaltes, der sich 
schon durch die rétliche Farbung der Kieselgur bemerkbar machte. 
Diese Anderung der Wasserstoffzahl konnte jedoch nur endotryptase- 
hindernd wirken. 

Bei weiteren Versuchen, wirksame Mazerationssifte auf dem Wege 
der alkalischen Mazeration herzustellen, ergab sich nun bei der Ver- 
wendung des hierzu von der V. L. B. gelieferten neuen Hefematerials 
die iiberraschende Tatsache, daB es iiberhaupt nicht mehr gelang, 
girkraftige Safte zu erhalten (Tabelle XVI, 6. bis 10.). Auch die Maze- 
ration in Gegenwart von Schutzsaft zeigte, wie schon vorher erwahnt, 


1) Die py-Messung diirfte hier, da ginzlich ungepufferte Lésungen 
vorliegen, nicht absolut, sondern nur relativ richtige vergleichbare Werte 
ergeben. 














hand a ie EI ibe noite ghia i : Saiicaieierenemmenntaneanemmeemenanen 
oe aay See Be i Pe io aS 


250 H. Haehn u. H, Schifferdecker: 


ein vollig negatives Ergebnis. Die Messung der Wasserstoffzahl dieser 
Safte ergab das Resultat, daB trotz vermehrtem Alkalizusatz ein 
niedrigerer H-Exponent gefunden wurde. 


1. Mazerationssaft von Lebedewhefe der V. L. B. U 5 + 0,04 % K,CO ‘ 


= Po = 6,6. 

2. Mazerationssaft von Lebedewhefe der V. L. B. U 6 + 0,07% K,CO 
= Pe = 6,2. : 

3. Mazerationssaft von Lebedewhefe der V. L. B. U 4 + 0,14% K,CO, 
= Pe = 6,2. 

4. Mazerationssaft von Lebedewhefe der V. L. B. U 4 + 0,3 % K,CO, 
= Py = 6,4. 


Dies konnte nur so gedeutet werden, daB diese Hefen beim Maze. 
rieren gréBere Mengen von Siuren freimachen, die die Wasserstoffzah| 
nach der sauren Seite verschieben, die Endotryptasewirkung also 
stirker begiinstigen. Bemerkenswert ist die GréBe der Verschiebung 
Denn die K,CQ,-Lésung, die doch einen H-Exponenten aufweist, der 
weit gréBer als 8,0 ist, wird durchgehends durch die Hefe auf etwa 6,3 
herabgesetzt. 

Hier wurde zunichst festgestellt, ob vielleicht die Lebedewhefen 
selbst schon etwa beim Trocknen gelitten und girunfahig geworden 
waren. Die Priifung ihrer Garkraft zeigte jedoch normale Vergirungs- 
werte (Tabelle XVII, 4., 5.). 

Um nun eine héhere Alkalitaét der Mazerationssifte zu erzwingen, 
wurden mit derselben Lebedewhefe Versuche unter Zugabe von griferen 
K,CO,-Mengen angesetzt. DaB diese Hefe geniigende Mengen freier 
Zymase enthielt, bewies die Wirksamkeit des aus ihr hergestellten 
Acetondauerpraparates (Tabelle XVII, 6., 7.). 

Mit 0,75°% K,CO, resultierte ein Mazerationssaft von einem 
pu = 6,8. 

1% K,CO, ergab ein py = 7,0. 

Auch diese Versuche zeigten ein véllig negatives Vergirungsbild 
(Tabelle XVII, 1. bis 3.). 

An der zu geringen Alkalitit des Milieus konnte dies nicht liegen, 
denn die Grenze des Pepsinwirkungsbereichs war bei pq = 6,6 bereits 
iiberschritten. Es muBte also ein anderer unbekannter Faktor mit- 
sprechen. 

Zuletzt wurde ein Mazerationsversuch mit einer Hefe angesetzt, 
die als Acetondauerhefe eine ganz besonders gute, schnell wirkende 
Garkraft zeigte. Die Bedingungen wurden so gewahlt, daB nach den 
Versuchen von Hayduck und Haehn (s. weiter oben) ein giinstiges 
Resultat erwartet werden muBte. 

50 g Lebedewhefe U 6 der V. L. B. + 150 com H,O + 6g K,HPO, 
wurden 214 Stunden bei 34° mazeriert. Die Wasserstoffzahl des Saftes 
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Tabelle XVII. 
Garversuche mit Mazerationssaften II. 


Herstellung der Mazerationssajte wie in Tabelle XVI. Lebedewhefe aus 
V.L. B. U 4 und U6 vom Februar 1922. 
Gdransatz: 20 ccm Mazerationssaft, 8g Rohrzucker, Toluol. 





Entwickelte CO, in g 


dazu nach Stunden 





|. Mazerationssaft (-+- 1 g K,CO, maz.) 
Pu = 6,8 
2, Mazerationssaft (+ 1,5 g K,CO, 
maz. ) Pu = 7,0 
. Mazerationssaft (+ 6g K,HPOQO, 
maz.) Py = 6,7 
Garkraft der zur Mazeration verwendeten Lebedewhefe selbst. 


. 2g Lebedewhefe U 4 + 20cem H,O 
+ 4g Rohrzucker 


2g Lebedewhefe U6, sonst wie 4|| 0,36) — | 028/005 — |069 


0,02) — 


0,02) — 


eae ik bed 


| 040| — | 021 003 — |06¢ 


Gdrkrajt obiger zu Acetondauerprdparaten verarbeiteter Hefen. 


5. 2g Acetondauerhefe U 4, sonst) 0,34 0,29 | 0,12 | 001 — | 0,76 
wie 4 = 0,37 0,26 | 015 | 006 — | 0,84 
. 2g Acetondauerhefe U 6, sonst) 0,23; — | 042 0,10 006) 0,81 
wie 4 0,23; — | 040 0,10 0,07 0,80 


Versuche 1 bis 3 zeigen die gdnzliche Unwirksamkeit der ,,alkalisch“ 
mazerierten Hefesadfte, obwohl, wie Versuche 4 bis 7 zeigen, die hierzu ver- 
wendeten Hefen wirksame Trockenhefen und normale Acetondauerhefe liefern. 


war py = 6,7. Aber auch dieser Saft lieferte im Garversuch ein ganzlich 
negatives Ergebnis, wihrend die Lebedewhefe selbst ein ganz normales 
Vergirungsbild zeigte, ein Mangel an freier Zymase also nicht vorlag. 

Da also auf diesem Wege die Erreichung des Zieles, einen brauch- 
baren girkriftigen Zymasesaft herzustellen, unméglich erschien, wurde 
nunmehr dazu iibergegangen, nach der alten Buchnerschen Methode 
einen PreBsaft herzustellen!). Die Resultate der Garversuche mit 
diesem Safte enthalt Tabelle XVIII. Wie erwartet, zeigte der PrefBsaft 
eine Giarkraft, die hinter den friiher von Buchner und seinen Mit- 
arbeitern erhaltenen Resultaten, besonders in bezug auf die Angirung, 
zuriickstand. Bei 24stiindigem Lagern (22°) wurden die Garungsenzyme 
fast voéllig zerstért. Auch der dann noch zugefiigte Kochsaft blieb 
wirkungslos, ganz im Gegensatz zu friiher, wo hierdurch die noch 
zum groBen Teil erhalten gebliebene Zymase weitgehend regeneriert 


1) HE. Buchner, Die ,,Zymasegarung*. 
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werden konnte. Die Zymase war also einer friihzeitigen Destruktioy 
verfallen, wohingegen nunmehr die Méglichkeit nicht von der Hand 
zu weisen war, daf} das Co-Enzym sich stabiler gezeigt und die eigent- 
liche Zymase iiberdauert hatte. Um dies festzustellen, wurde aus 
derselben Hefe Mazerationssaft hergestellt (der an sich ginzlich un. 
wirksam war, Tabelle XVIII, 7.), dieser einer 24stiindigen Autolyse 
tiberlassen und dann zu Kochsaft verarbeitet. Und in der Tat zeigte 
dieser Kochsaft noch eine ganz ansehnliche Co-enzymatische Wirkung 
(Tabelle XIX, A.). Das Co-Enzym hatte also die Zymase ganz erheblich 
tiberdauert (Charakteristikum der spezifischen Rohfruchthefen), was 
mit den friheren als feststehend angenommenen Tatsachen un. 
vereinbar war. Line tiefgreifende Anderung des enzymatischen Systems 
war also durch die verdnderten Lebensbedingungen der Hefen eingetreten, 
besonders charakterisiert durch aufs duBerste gesteigerte Empfindlichkeit 
der eigentlichen Zymase gegen mazerierende Vorgiinge in ihren Préparaten. 


Tabelle XVIII. 
Gar- und Lagerversuche mit PreSsaft nach Ed. Buchner. 


Versuchsbedingungen: Je 20 ccm PreSsaft aus V. L. B. U 5. 
Auf je 20 ecm Volum 8g Rohrzucker, Toluolzusatz. 





Entwickelte COs i in 1s 


nach dazu nach Stunden A Ge: 


samt 


22 
Std. 46 70, 


ib tas OER a ee “0,23 | 0,25 | lo. 0,08 | 0,06 0,74 

+ Rees spe 0,24 | 0,20 | 0,18 0,09 | 0,07 | 0'87 
0,22 | 0.27 0,17 0,08 | 0,05 0,79 
0,23 | 0,34 | 0,25 | 0,10 0,07 0,99 
. PreBsaft + 20ccm Schutzsaft, 22) 0,05 0,03 | 0,08 
Std. bei 22° gelagert 0,07 | 0,05 0,12 

. PreBsaft, 22 Std. gelagert + 20cem 0,02 | 0,02 _ | 0,04 
Kochsaft | 0,02 | 0,00 | 0,02 

| 0,08 | 0,02. | 0,10 
. PreBsaft, 22 Std. gelagert (22°) | 0,06 | 0.03 | | 0.09 
| 

. PreBsaft + 0,5 ¢g K,HPO,, 22 Std. | _ 0,06 
gelagert de 

. Mazerationssaft aus obiger Hefe | 0,00 | 
mit K,HPO, mazeriert, py = 6,7 | | | 
Versuche 1 bis 6: Die Versuche zeigen einen nicht sehr gdrkrdftigen 
Sajt, der schlechte Lagerbestandigkeit aufweist. Versuch 7: Mazerationssa/jt 
aus derselben Hefe auf alkalischem Wege hergestellt, zeigt gar keine Garkrajt. 


. PreBsaft-+ 10cem Schutzsaft 


{ 
} 


| — |o,0 
| 
| 


| 0,00 


Ganz tibereinstimmende Resultate ergaben in gleicher Richtung 
angesetzte Versuche mit Acetondauerhefe aus dem gleichen Hefe- 
material. 
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Tabelle XIX. 
A. Co-Enzymgehalt von Kochsaft aus mazerierter Hefe. 


100g Trockenhefe U 4 + 300cem H,O, 24 Stunden mazeriert und zu 
Kochsaft verarbeitet. 





Entwickelte CO, in g 


a nai ‘ 
|| nach dazu nach Stunden Gesamt 


| Std. 44 68 92 
2g ausgewaschene Acetondauerhefe 0,18 0,31 | ou 9 | 0.79 
8 


; | 0,19 | 
+ 4g Rohrzucker + 20 cem obigen ’ ee | 
Kochsaftes 0,26 | 0,24 0,15 | 0,13 | 0, 


Der Mazerationssaft ist also noch Co-enzymhaltig. 


B. Eigenschaften lagernder wasseriger Acetondauerhefe. 


Versuchsbedingungen: Je 2 g Acetondauerhefe + 20 cem H,0O oder Schutzsaft 
48 Stunden bei 22° gelagert. 4g Rohrzucker. Toluol. 





Entwickelte CO, in g 
nach | dazu nach Stunden 
24 
Std. | 


. 2g Acetondauerhefe +- 20 cem H,O 0,03 | 0,03 
gelagert 0,02, — | 0,02 


. 2g Acetondauerhefe + 20 cem) 0,15 0,40 
Schutzsaft gelagert 0,18 0,44 


; 2g Acetondauerhefe -++- 20 ccm H, O 0.03 one 
gelagert + 20cem Kochsaft + 4g 0'00 | — 
Rohrzucker 9 ; 


. 2g Acetondauerhefe + 20cem H,O 0.17 | 0.09 0.03. 0.29 


gelagert -+ 2g ausgewaschene si 
Acetondauerhefe 0,10 | 0,03 0,34 


. 2. g Acetondauerhefe -|- 20 cem H,O_ vin a by peed eS Pie = 


. 2g Acetondauerhefe + 20cem — | 0,50 0,25 | 0,22 0,15 | 0,10, 1,22 
Schutzsaft — | 0,49 | 0,29 | 0,22 | 0,15/ 0,11 1,26 


Versuche 1 und 3 zeigen, daf die eigentliche Zymase beim Lagern zerstért 
wurde. Versuch 2 zeigt die enzymschiitzende Kraft des Schutzsaftes. Ver- 
such 4 zeigt, daB das Co-Enzym die Zymase iiberdauert hat. Versuche 5 
und 6 zeigen Kontrollen. 


In Wasser aufgeschlammte, 48 Stunden bei 22° gelagerte Aceton- 
dauerhefe, die an sich und auch nach Kochsaft®usatz ganzlich gar- 
unwirksam geworden war, zeigte auf Zusatz von Zymase in Gestalt 
von ausgewaschener Acetondauerhefe wieder eine bemerkenswerte 
Garkraft (Tabelle XIX, B.4.). Auch hier war also das Co-Enzym 
in erheblichem Mafe erhalten geblieben, nachdem die eigentliche 
Zymase lingst zerstért war. Dieser Versuch zeigte gleichzeitig die Hin- 
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falligkeit des immerhin méglichen Einwandes, daB das Co-Enzym beim 
Herstellen des Kochsaftes erst neu gebildet werde, ein Einwand, der auch 
durch den direkten Versuch widerlegt werden konnte, indem aus. 
gewaschene Acetondauerhefe einmal mit ihrem bei niedrigen Temye- 
raturen wieder eingeengten nicht gekochten Filtrat- und ein zweites Mal 
mit ihrem aufgekochten Filtrat zur Vergleichsgirung angesetzt war. 
wobei keine Abweichungen gefunden wurden. 

Sowohl aus dem schon vorher geschilderten, Versuche in Ta- 
belle XIX, A., wo bemerkenswerte zymaseschiitzende Eigenschaften 
zutage traten, als auch aus einem weiteren Versuche (Tabelle XXIV, A.) 
war ferner zu ersehen, daB wihrend der Mazeration die antienzyma- 
tischen Eigenschaften sogar vermehrt worden waren. Denn ein fiir 
die Eiwei8verdauungsversuche hergestellter endotryptasehaltiger Maze. 
rationssaft (48 Stunden bei 22° autolysiert) zeigte, auf lagernde Aceton- 
dauerhefe angesetzt, nicht nur nicht zymasezerstérende, sondern sogar 
erhebliche zymaseerhaltende Eigenschaften gegeniiber dem gewohn- 
lichen Vergleichsversuch. Hierbei darf nun allerdings nicht vernach- 
lassigt werden, daB reines Wasser (im Kontrollversuch) schon eine 
die Zymasedestruktion férdernde Rolle spielt, so daB also unter giinstigen 
Umstanden die tryptischen, zymasezerstérenden Eigenschaften des 
Mazerationssaftes durch seine zymasebegiinstigenden, kolloiden Kon- 
zentrations- und antienzymatischen Eigenschaften weit in den Schatten 
gestellt werden kénnen. 


C. Nachweis der Co-enzymschiitzenden Kraft des Schutzsajtes. 


So bedeutsam nun auch die weitgehende Erforschung der neu- 
artigen Eigenschaften der aus den Rohfruchtwiirzen stammenden 
Hefen (s. voraufgehendes Kapitel) und der aus ihnen hergestellten 
Enzympraparate fir die Aufklarung von gewissen Normen, unter 
denen das Spiel der Enzyme vor sich geht, zu sein scheint, mu8 man 
andererseits feststellen, daB der Nachweis der dieser Arbeit zugrunde 
liegenden Theorien und Voraussetzungen nur mit Priparaten méglich 
ist, die die alten oder wenigstens annahernd die alten Standardeigen- 
schaften aufweisen. 

Es muBte demnach nach Zymasepriparaten Ausschau gehalten 
werden, die aus Hefen hergestellt waren, deren Lebensbedingungen 
den friiheren méglichst angeglichen erscheinen konnten. Rohfrucht- 
freie oder zumindes® rohfruchtarme Wiirzen konnten hier nur als die 
gegebenen Substrate fiir derartige Hefen in Frage kommen. Und es 
gelang tatsichlich, aus den untergarigen Bierhefen der Brauerei Ponarth, 
die nur die Halfte der Rohfruchtmengen der bisher verarbeiteten Hefen 
zu vergiren hatten, nach mehrfachen anderweitigen vergeblichen Ver- 
suchen, endlich PreBsiafte herzustellen, die wenigstens in bezug auf dic 
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hier in Frage kommenden Eigenschaften wieder nahezu den alten von 
Buchner und seinen Mitarbeitern benutzten PreBsiften glichen. Auch 
insofern schon dokumentierten diese Hefen Eigenschaften, die sie fir 
die Herstellung von girkraftigen Zymasepriparaten pridestiniert er- 
sheinen lieBen, als sie noch nach 12- bis 13maligem Durchmachen 
des Garprozesses im Betriebe sich als auBerordentlich zymasereich er- 
wiesen, wahrend die Hefen fiir die bisher benutzten Praparate meist 
shon nach sechsmaliger Fiihrung im Betriebe durch neue Hefen ersetzt 
verden muBten. 


Tabelle XX und XXI. 


I. Nachweis eines Co-Enzymschutzstoffes im Schutzsafte 
gegeniiber von PreBsaft. 
Versuchsbedingungen: Je 20ccm PrefSsaft aus U 12 (Ponarth) pq = 5,8. 
Auf je 20cem Garvolumen 8 g Rohrzucker. Toluolzusatz. 





Entwickelte CO, in g 
ie Dae assed nach Stunden 1 Gesamt 
[wey a | ef. | | 
0,60 0,19 0,08 0,87 
0,55 0,18 0,04 0,77 


2 PreBsaft -+ 20 cem = 0,65 | 0,35 | 0,09 1,09 
Schutzsaft 0,73 | 0,29 1,13 


3. PreBsaft 20 Stunden | 0,05 0,02 0,07 
bei 22° gelagert 0,06 0,03 0,09 


. PteBsaft + 20 cem konz. 
Schutzsaft 20 Stunden | 9,54 0,51 0,58 1,90 
bei 22° gelagert 0,60 | 0,52 0,57 | 9, 1,91 


5. PreBsaft 20 Stunden, 049 032 — 022 0,5 1.08 


gelagert, dann Zusatz | 
Tn 20.cean Kocheaft || 953 | 040 | — | 0,22 | 003 1,18 


.PreBsaft ohne Zusatz 


Versuche 3 und 4 zeigen die Co-enzymerhaltende Kraft des Schutzsaftes. 
Denn in dem gelagerten PreBsaft, der, wie 3 und 5 zeigen, 
zwar noch Zymase, aber kein Co-Enzym enthalt, wird in 
4 durch Schutzsaftgegenwart wdahrend des Lagerns das Co- 
Enzym weitgehend erhalten. 


Der zunachst verwendete PreBsaft aus der Ponarther Hefe U 12 
wigte genau wie bei den alten Hefen eine sehr starke Angiarung, die 
dann rasch, meist am dritten Tage, zu Ende geht (Tabelle XX). Vor 
allem aber ergaben die Lagerversuche Resultate, die mit den Buchner- 
schen Befunden gut iibereinstimmten. Wiahrend es nicht méglich war, 
die bisher verwendeten PreBsifte durch die iiblichen Zusitze von 
Schutzsaft beim mehrtigigen Lagern girfihig zu erhalten und ferner 
nachgewiesen werden konnte, da das Co-Enzym die Zymase erheblich 
iberdauert, so war hier das Resultat ein wesentlich anderes. Der 
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Schutzsaft erhielt dem PreBsaft, der ohne diesen nach 24 Stunden 
Lagerzeit beinahe girunfahig war, seine Garkraft wnvermindert, ind 
durch Kochsaftzusatz war es moéglich, dem beim Lagern unwirksam 
gewordenen PreBsaft seine Girkraft in einem MaBe wiederzugehen, 
daB sie an Umfang den gewoéhnlichen PreBsaft sogar noch weit iibertraf 
(Tabelle XX, 5.). Die Zymase zeigte also gegeniiber dem Co-Enzym 
wieder viel gréBere Stabilitait. Tabelle XX zeigt somit, gemaB der im 
Anfang des zweiten Teiles skizzierten Versuchsanordnung, dap hier 
die Hauptwirkung des Schutzsaftes in der Erhaltung des Co-Enzyms 
gegeniiber von zerstorenden Agenzien liegt. Und dieser Co-Enzymschutzsto}} 
im Schutzsaft ist hier zum erstenmal nachgewiesen worden. 

Samtliche weiteren Versuche mit demselben und mit anderen 
Hefesiften aus Material desselben Ursprungs zeigten gleiche unzwei- 
deutige Ergebnisse. 

Ferner erbrachte der in Tabelle XX, 4., wiedergegebene Versuch, 
wo PreSsaft mit auf die Hilfte konzentriertem Schutzsaft 20 Stunden 
gelagert wurde, den Nachweis, daB durch die Konzentrierung des 
Schutzsaftes in diesen Fallen seine Wirkung auBerordentlich gesteigert 
werden konnte, ganz im Gegensatze zu seinem schon im ersten Teil der 
Arbeit gezeigten Verhalten gegeniiber von Acetondauerhefepriparaten, 
wo Konzentrierung nachteilige Folgen hatte. 


Tabelle XXII. 


II. Nachweis eines Co-Enzymschutzstoffes im Schutzsaft 
gegeniiber von PreBsaft. 


Versuchsbedingungen: Je 20 ccm PreSsaft aus U 13 (Ponarth) pq = 6.0 
+ 0,15g Phosphat py = 5,8, auf 20cem Volum je 8g Rohrzucker, 
Toluolzusatz. 





Entwickelte CO, in g 


Spee i 3 ‘3 “desu nach Stunden y aaaeey ae Gesamt 


20 Std. 
—a | — “| 6 | 2 —_ | —_ 





Sa 0,60 | 0,29 005 > — | 0,94 
. PreBsaft ohne Zusatz 0.56 | aime ow} 0.93 
. PreBsaft + 20cemkonz. | 0,43 0,27 | 0, 0,11 | | 1,23 
Schutzsaft | 0,47 | 0,34 0,13 | | 1,35 


. PreBsaft 20 Stunden | 0,20 | 0,08 — 0,28 
bei 22° gelagert } 0,18 | 0,06 _— 0,24 


 PreBsaft wie 3., dann | 9 35 | 9 94 soetid nee | - 1,08 


Zusatz von 20 ccm 
Kochsaft 0,42 | 0,25 0,08 0,03 0.91 


 PreBsaft + Schutzsaft, | 046 | 029 | 032 | 027 | 0,19 | 025 | 1,78 
22 Stunden gelagert || 0.48 | 031 | 0.28 | 0.26 | 0.16 | 0,21 | 1,70 


Die Versuchsergebnisse entsprechen denen in Tabelle XX. 
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Aus einer weiteren Hefelieferung der Brauerei Ponarth stammende 
Preisifte ergaben fast genau dieselben Resultate in den Giar- und 
lagerversuchen wie die bisher beschriebenen (Tabelle XXII). Die 
enzymatischen Eigenschaften dieser Hefe hatten sich trotz der zwischen 
Abpressen der frischen Hefe und der Verarbeitung infolge ungiinstiger 
Transportverhaltnisse verstrichenen Zeit von 10 Tagen so gut wie 
gar nicht geaindert. Nur die Bestindigkeit des lagernden Prefsaftes 
ohne Zusatz (Tabelle XXII, 3.) zeigte sich etwas gréBer als bei den 
friheren, so daB z. B. nach 24 Stunden Lagerzeit bei 22° noch eine 
gréBere Vergirung als auf Tabelle XX zu erzielen war. Die Co-enzym- 
erhaltenden Eigenschaften des Schutzsaftes waren hier die gleichen 
wie in den friiheren Experimenten. 

Tabelle XXIII, 


A. Mazerationssaft aus U 12. 


I. Versuchsbedingungen: 50g Trockenhefe U 12 (Ponarth) + 150 ccm H,O 
bei 35° 2144 Stunden mazeriert und abgepreBt. Hiervon je 20 cem Saft 
+ 8g Rohrzucker py = 6,2. 





Entwickelte C Oz in g 
i] 
| nach 


|| 20 Std. 


dazu nach Stunden Gesamt 


44 68 92 116 


gee ee eee es ee 
1, Ohne Zusatz 0.03 | 0.05 asi i me ‘sia 0.08 
II. Versuchsbedingungen: Mazeration + 6g K,HPO, sonst wie LI. 
a 0,11 | — | 0,40 | 0,16 | 0,19 | 0,16 1,02 
2. Ohne Zusats 016 — 046 020 020 015 117 
Die Versuche zeigen, da® aus der vorliegenden Hefe nur mit alkalischer 
Mazeration wirksame Sdfte zu erhalten sind. 


B. Acetondauerpraparat aus U 12, 
Versuchsbedingungen: Je 2g Acetondauerhefe 68 Stunden bei 22° gelagert. 
Auf je 20 ccm Volum 4 g Rohrzucker (Giarkraft des Praparates Tabelle X, 

&.. 6 wad 7.) 


, Se) on [ol a Le a 
. Ohne Zusatz pio ESE cael Pe ne ‘it 0.02 


4, + 20cem Schutzsaft, 0.26 0,21 — 0,30 0,08 004 0,89 
gelagert ') 023 | 022 — 034 O11 0.05 0,95 


5. + 20cem Kochsaft *) pe on ra og fee a a 
Die Versuche zeigen, daB in diesem Prdparat beim Lagern Co-Enzym 
und Zymase gleich schnell Destruktion erleiden. 


1) Acetondauerhefe, nach 68stiindiger Lagerung mit Schutzsaft, zur 
Vergarung angesetzt. 
2) Acetondauerhefe, nach 68stiindiger Lagerung ohne Schutzsaft, mit 
Kochsaft zur Vergarung angesetzt. 
Biochemische Zeitschrift Band 138. 17 
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Nach den Eigenschaften, die die den eben besprochenen \ er. 
suchen zugrunde liegenden Prefsifte zeigten, durfte man eigentlich 
annehmen, da aus Trockenhefen (nach v. Lebedew) desselben Ursprinigs 
auch wieder wirksame Mazerationssifte erhalten werden konnten. Es 
zeigte sich nun jedoch, daB zwar bei der Mazeration mit sekundiirem 
Kaliumphosphat ein ziemlich stark giarkraftiger Mazerationssaft er- 
halten werden konnte (Tabelle X XIII), nicht jedoch ohne diesen alka. 
lischen Zusatz. Es lag also immer noch eine gewisse Anderung des 
enzymatischen Systems gegeniiber den Buchnerschen Hefen vor, trotz 
der iibereinstimmenden Eigenschaften der PreBsifte. Dies war ja 
auch nicht anders zu erwarten, da ja auch diese Hefen noch nicht jn 
vollig normalen Wiirzen gelebt hatten. Der EinfluB der Rohfrucht 
auf das enzymatische System, wie itiberhaupt der EinfluB der Ver- 
anderung des Giarsubstrats und der sonstigen Bedingungen, wie es 
besonders in der schon mehrfach zitierten Arbeit von Hayduck und 
Haehn') experimentell sehr anschaulich dargestellt ist, ist nach all 
den hier skizzierten Erscheinungen unverkennbar und liegt auch in 
dem eben besprochenen Falle vor. 

Im Zusammenhange hiermit muBte es interessieren, wie sich das 
Acetondauerpriiparat aus obigen Hefen beim Lagern in wisseriger 
Lésung und in Gegenwart von Schutzsaft verhalten wiirde (Ta- 
belle XXIII, B.). 

Der Lagerversuch zeigte in Gegenwart von Schutzsaft eine sehr 
vollstandige Erhaltung sowohl der Zymase wie des Co-Enzyms wihrend 
68 Stunden, dagegen ohne die Antienzyme eine fast restlose Zerstérung 
in derselben Zeit. Denn auch Kochsaftzusatz bewirkte keine nennens- 
werte Vergirung mehr (Tabelle XXIII, 3., 4., 5.). 


D. Nachweis eines antilipatischen Agens im Schutzsaft. 

Nachdem durch den Girversuch das Vorhandensein eines (o- 
Enzymschutzstoffes im Schutzsaft nachgewiesen war, sollten Anhalts- 
punkte tiber die Art und Wirkungsweise dieses Kérpers gefunden 
werden. Die schon erwahnte Eigenschaft des Co-Enzyms, durch Lipasen 
verseift zu werden, wiesen auf eine Antilipase oder wenigstens einen 
in der Art einer Antilipase wirkenden Stoff hin. Der Gang der weiteren 
Versuche mute also auf einen Nachweis eines derartigen Koérpers 
gegeniiber von wirkenden Lipasen hinzielen. 


Wiahrend nun die Wahl eines zu verseifenden Esters auf keine 
besonderen Schwierigkeiten zu stoBen schien, da sich in den bisher 


veréffentlichten Arbeiten fiir derartige Zwecke die Buttersiureester 


1) Hayduck und Haehn, diese Zeitschr. 128, 568, 1922. 
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des Glycerins als besonders hierfiir geeignet erwiesen hatten, war es 
schon schwieriger, ein geeignetes Lipasepriparat zu finden, auf das der 
Schutzsaft angesetzt werden konnte. Denn es war die Frage, ob das 
etwa vorhandene antilipatische Agens spezifische oder allgemein anti- 
lipatische Eigenschaften, etwa analog der Antiprotease, zeigen wiirde. 
Den HefepreBsaft selbst als Lipasepriiparat zu benutzen, schien wegen 
seiner &uBerst schwachen fettspaltenden Eigenschaften nur bei An- 
wendung einer sehr empfindlichen Methode méglich, als welche die 
bisher angewandte Titrationsmethode nicht gelten konnte. 

Es kamen dann noch Ricinus- und Pankreaslipase in Betracht, 
von denen die letztere ohne Schwierigkeit aus Rinderbauchspeichel- 
driisen gewonnen werden konnte. 

Alle Antilipaseversuche, die mit Pankreas- und Hefelipase an- 
gesetzt wurden, lieferten positive Resultate. Leider hatten die geringen 
Ausschlage mit der bekannten Titrationsmethode zu wenig Beweiskraft, 
so daB auf eine genaue Beschreibung der Versuche verzichtet wurde. 


Nachweis der antilipatischen Eigenschaften des Schutzsaftes 
nach der Oberflachenspannungsmethode. 

In Michaelis ,,Praktikum der physikalischen Chemie“ und in 
Michaelis und Ronas Arbeit!) werden Methoden angegeben, um die 
Esterverseifung mittels Pankreaslipase durch die bei der Spaltung 
stark oberflaichenaktiver Ester, wie es z. B. das Butyrin ist, sich zeigende 
Verringerung der Oberflichenaktivitat, hervorgerufen durch eine der- 
artige Eigenschaft der Spaltungsprodukte, zu messen. In Anlehnung 
hieran wurde eine Methode ausgearbeitet, um auf diesem Wege auch 
die Lipase von Mazerations- und PreBsiften der Hefe und die anti- 
lipatische Wirkung des Schutzsaftes nachweisen zu kénnen. 


Es gelang, nach Uberwindung erheblicher experimenteller Schwierig- 
keiten, begriindet in der Kleinheit der zu messenden Zahlen, die ganz 
besonders genaue fehlerfreie Methoden voraussetzte, zu einer Versuchs- 
anordnung zu gelangen, die allen Anforderungen an Genauigkeit und 
Fmpfindlichkeit entsprach. 


Die Sterilitaét der einzelnen Versuche wurde, nach vergeblichen 
Versuchen mit anderen Desinfektionsmitteln, durch Zusatz von Toluol 
sichergestellt. | Mikroskopische Untersuchung einer Anzahl Proben 
ergab stets sterile Lésungen. Das Arbeiten mit Toluol setzte die Ver- 
wendung von sorgfiltig entfetteten GefafSen und Apparaten voraus. 
Das iiberschiissige Toluol, das die Messungen stark stérte, muBte vorher 
stets durch Filtration abgeschieden werden. Vorlauf und Nachlauf 


1) Diese Zeitschr. 31, 345, 1911. 
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muBten verworfen werden. Die Messungen wurden mittels des T'ravi/e. 
schen Stalagmometers ausgefiihrt und erst dann als richtig anerkaint. 
wenn drei Messungen itibereinstimmende Resultate zeigten. Nicht 
alle verwendeten Mazerationssifte zeigten sich fiir die Versuche ge. 
eignet. Vor allem muBten die mazerierten Hefen nicht filtriert, sondern 
bei 200 bis 300 Atm. abgepreBt werden. Dann erst konnten brauchhare 
Safte erhalten werden. In allen Versuchsreihen wurde durch Zusatz 
von 0,20 g Phosphatgemisch py = 5,8 auf 30 ccm Flissigkeitsvolumen 
eine gleiche H-lonenkonzentration garantiert, um 1. etwaige aus der 
Verschiedenheit der Wasserstoffzahl herriihrende Fehlerquellen aus. 
zuschalten und 2. um die freiwerdende Buttersiure, die an sich dic 
Oberflichenaktivitat erhéht, zu binden. 

Die allgemeine Versuchsanordnung war folgende: 

Versuch A. Abnahme der Oberflachenaktivitat = Wirkwng der Proteas: 
+ Lipase. 1 Teil Mazerationssaft + 1 Teil H,O + Butyrin im Uberschu8, 
10 Minuten kraftig geschiittelt und dann filtriert. Nach Zusatz von Toluol 
wird | Teil abfiltriert und die Oberflichenspannung (0.-Sp.) des Filtrats 
bestimmt, der Rest wird der Verseifung bei 37° iiberlassen und nach 24 
bzw. 48 Stunden die Veriinderung der Oberflachenspannung bestimmt. 

Versuch B. Abnahme der Oberflichenaktivitét = alleinige Wirkung 
der Protease. 1 Teil Mazerationssaft + 1 Teil H,O ohne Butyrin, sonst wie A. 

Versuch C. Abnahme der Oberflachenaktivitat = durch Schutzsajt 
gehemmte Wirkung der Protease + Lipase. 1 Teil Mazerationssaft + 1 Teil 
Schutzsaft + Butyrin, sonst wie A. und B. 

Versuch D. Abnahme der Oberflichenaktivitat = Wirkung von durch 
Schuizsaft gehemmter Protease allein. 1 Teil Mazerationssaft + 1 Teil Schutz- 
saft ohne Butyrin, sonst wie A., B. und C. 

Kontrollversuch. 1 Teil gekochter Mazerationssaft + 1 Teil H,0O 
+ Butyrin, sonst wie A., B. und C., durfte keine Abnahme der Oberflachen- 
aktivitaét zeigen. Dieses Ergebnis wurde mehrfach nachgepriift und einwand- 
frei festgestellt und ist in den nachfolgenden Tabellen nicht aufgenommen. 


Wasserwert des benutzten Stalagmometers gleich 123 Einheiten. 
Rethe I. 

















Oberflachens Nach 24 tunden | 
spannung | bei 37° 


Differenz 


. 15cem Mazerationssaft V. L. B.- 
Hefe U5 + l5icem H,O + 
7 Tropfen Butyrin 69 


. 15 ecm Mazerationssaft wie in A, 
wah AAD ONIN ROD ig 5 2 sou kee, 78 


. 15eem Mazerationssaft wie in A. 
+- 15cem Schutzsaft +- 7 Tropfen 
Butyrin 


. 15cem Mazerationssaft wie in A. 
+ 15ceem Schutzsaft 
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Eine derartige Versuchsanordnung muBte gewahlt werden, da ja 
nicht nur die lipatischen, sondern auch die proteolytischen Vorginge 
EiweiBabbau) in den Hefesiften eine Verinderung der Oberflaichen- 
spannung des Gemisches hervorrufen. In der hier angegebenen Ver- 
suchsreihe ergeben sich die rein lipatischen Effekte durch Subtraktion 
der Resultate von A. und B. bzw. C. und D. 

In Reihe I sind die Resultate einer Anzahl von Versuchen 
wiedergegeben, die nach dem eben skizzierten Schema angeordnet 
waren. 

Es zeigt sich ein ausgesprochener antilipatischer Effekt, hervor- 
gerufen durch den Schutzsaft. 

Nennen wir den lipatischen Wirkungsgrad des Mazerationssaftes, 
ausgedriickt durch den Unterschied in der Abnahme der Oberflichen- 
aktivitat innerhalb 24 Stunden zwischen A. und B., W, und den ge- 
hemmten lipatischen Wirkungsgrad, ausgedriickt durch den Unterschied 
in der Abnahme der Oberflichenaktivitét zwischen C. und D., W,, 
so ist W, durch W der Bruchteil des lipatischen Effektes, auf den 
durch die Wirksamkeit des Schutzsaftes die Esterverseifung verringert 
worden ist. 


In obiger Reihe ist: 
W =19—- 13 = 6, 
W,= 13-12 =1, Wy: W=4/, = 0,166. 


Die Lipasewirkung ist auf 1/, ihrer urspriinglichen Grépe vermindert. 


Rethe II. 





Differenz 


| Oberflachens Nach 24 Stunden 
spannung bei 37° 


A. 15 cem Mazerationssaft V. L. B.- 
Hefe U4+ 15 cem H,O + 
14 Tropfen Butyrin 


B. 15 ccm Mazerationssaft wie in A. 
+15ecm H,O 


C. 15 cem Mazerationssaft wie in A. 
+ 15cem konz. Schutzsaft + 
14 Tropfen Butyrin 67 


D. 15 cem Mazerationssaft wie in A. 
+ 15cem konz. Schutzsaft. . . 78 


W =12—17 = 6, 
W,= 6-5 1, Wu: W = */, = 0,2. 
Die Lipasewirkung ist auf 1/; ihres urspriinglichen Wertes herab- 
gesetzt. 
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Reihe III. Die 
es ~ Oberflachen- Nach 48 Stunden Differe 
spannung bei 37° een 
Al: 
. 10 ccm Mazerationssaft V. L. B.- — 
Hefe U6 + 10cem H,O + | AGERE 
10 Tropfen Butyrin. ..... 68 | 81 13 ; 
> al 
B. 10 com Mazerationssaft wie in A. pete 
a eee Mo se 87 96 9 = 
C. 10 cem Mazerationssaft wie in A. | Ur 
+ 10cem konz. Schutzsaft + : 
10 Tropfen Butyrin. ..... 65 74 9 des Se 
D. 10 com Mazerationssaft wie in A. lipatise 
+ 10cem konz. Schutzsaft. . . 77 85 8 Trockn 
W = 13— o = 4, suchen 
W,= 9-8=1, Wy: W = */, = 0,25. 
Die Lipasewirkung ist hier auf Y, ihres urspriinglichen Wertes —_—— 
g herabgesetzt. 
ie Um festzustellen, ob das Toluol, das bei allen Versuchen in gleicher 
P Menge zugesetzt wurde, einen verschiedenen Einflu8 hinsichtlich der 4 100 
a Anderung der Oberflichenspannung bei den einzelnen Vergleichs- ~~ gaft 
Ls versuchen ausiiben und dadurch die Resultate beeinflussen kénnte, — 
1 wurden zu diesem Zwecke Kontrollversuche angesetzt. Die Ober- - iy 
ie flichenspannung der Verseifungsgemische wurde vor und nach dem “ealt 
if Toluolzusatz gemessen. Es ergaben sich folgende Resultate: saft 
Bie | Tro 
Reihe IV. C. 10¢ 
a8 saft 
Obers | 5 \8 Nach | 10 
lichens fapetn v. Differenz 44 Std. Differenz 
spannung “7p bette bei 37° B 
‘ cee REF ORO: eeeasten Guemeeae mma antiliy 
A. 15cem Mazerationssaft U 4 ae V 
+15cem H,0 + 15 Tropfen | 
ag ee | 65 68 eee ee 16 A 
B. 15 ccm Mazerationssaft wie A. | natiir] 
Ge (ot NS > 9 Cc RE ene 8 | 88 3 fs, AS Et. 20 oberfl 
C.15 ccm Mazerationssaft + komp 
id 15 ccm Schutzsaft + 15 Tropf. Qualit 
i | PS eo ie | 63 66 > ee ee.” * ll haiti 
D. 15 ccm Mazerationssaft + | 4 tel 
15com Schutzsait ..... 81 3 87 ges 
: , wirkli 
Die Oberflachenspannung nach Toluolzusatz wurde, wie stets. 
erst gemessen, nachdem vom Toluol abfiltriert war, wobei Vorlauf BE. U 
und Nachlauf verworfen wurden. Die Reihe zeigt eine iibereinstimmende 
Zunahme der Oberflichenspannung nach dem Zusatz von Toluol um ] 
drei Einheiten, so daB® fehlerhafte Beeinflussung des Resultates aus- suche 


geschlossen ist. 


ertes 
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Die Verseifung gibt die Werte: 
W = 16—10 =6, 
W211 —. 9.=-2,.0,:W = */,,= 0,33. 
Also ist der Lipaseeffekt auf 1% seines urspriinglichen Wertes 
ringert. 
Die antilipatische Schutzsaftwirkung ist keine Funktion der 


anorganischen, durch Veraschung erhaltenen Bestandteile des 
Schutzsaftes. 


Um nachzuweisen, da8 nicht etwa die anorganischen Bestandteile 
des Schutzsaftes die in den vorhergehenden Versuchen gezeigte anti- 
lipatische Wirkung verkérpern, wurden je 10 ccm Schutzsaft zur 
Trockne gedampft und verascht. Diese Asche wurde in folgenden Ver- 
suchen angesetzt. 

Reihe V. L.-HefeU 5. Rethe VI. L.-Hefe U 2. 





Ober: Nach Ober: Nach 
flachen- 48 Differenz }| flachens 48 Differenz 
spannung Stunden spannung | Stunden 


A. 10cem Mazerations- 
saft + 10 cem _ konz. 
Schutzsaft + 10 
Tropfen Butyrin . . 62 
.10cem Mazerations- 
saft + 10cem Schutz- 
saftaschelésung + 10 
Tropfen Butyrin . . 67 81 14 68 


.10ccm Mazerations- 
saft + 10cem H,O + 
10 Tropfen Butyrin 63 76 13 68 80 12 

Beide Reihen zeigen die Unwirksamkeit der Schutzsaftasche in 
antilipatischer Hinsicht durch viéllige oder fast vollige Ubereinstimmung 
der Versuche B. und C. 

Alle hier aufgefiihrten Oberflichenspannungsmessungen — sind 
natiirlich quantitativ nicht unmittelbar vergleichbar, da in Mischungen 
oberflachenaktiver Stoffe keine strenge Proportionalitat herrscht. Diese 
komplizierten Verhiltnisse harren noch der vollstindigen Klarung. 
Qualitativ ist jedoch auf diese Weise die Existenz eines antilipatischen 
Agens im Schutzsaft einwandfrei nachgewiesen und die eingangs auf- 
gestellte Theorie iiber den Co-Enzymschutzstoff weitgehend ver- 
wirklicht. 





E. Uber die Ursachen der verschiedenen Stabilitat der Garungsenzyme in 
garenden und nichtgdrenden Loésungen. 


Die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit angestellten Ver- 
suche kénnen als Beitrage zur Klarung des immer noch nicht befriedigend 
gelésten Problems dienen, worin eigentlich der Grund fir die viel 
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langere Erhaltung der Girungsenzyme in gdrenden zellfreien Lésuncen 
gegeniiber den nichigdrenden zellfreien Lésungen liegt. Da es so wut 
wie bewiesen ist — soweit man von Stoffen, deren Konstitution man 
nicht kennt, tiberhaupt von Beweisen sprechen kann —, daB das Un. 
wirksamwerden der von der lebenden Zelle getrennten Giarungsenzy me, 
hauptsichlich auf ihre Zerstérung durch andere Enzyme (Tryptasen 
und Lipasen) zuriickzufithren ist!), so ware zunichst nach den (Gir. 
substraten zu suchen, die auf diese Stoffe schidlich wirken. Hah» 
und Geret®) fanden, daB stiarkere Rohrzuckerlésungen (40proz. und 
dariiber) die Endotryptasewirkung hemmen. Auch Hans Buchner?) 
hat schon eine zymaseschiitzende Wirkung des Rohrzuckers ange- 
nommen. Nun haben Abderhalden!) und Fodor gefunden, daB auch 
mit CO, gesattigter PreBsaft lagerbestindiger ist als ohne diesen Zusatz. 

Um zunichst die verschiedene Widerstandsfaihigkeit von Aceton- 
dauerhefen und PreBsaften zu erkliren — in Wasser aufgeschlammte 
Acetondauerhefe ist erheblich lagerbestindiger als PreBsaft; sie zeigt 
erst nach 72 Stunden vélligen Verlust ihrer Garkraft, wihrend Prefsaft 
meist schon nach 24 Stunden girunwirksam ist —, so muB man zu- 


nachst die Verschiedenheiten der physikalischen Beschaffenheit dieser 


beiden Praparate betrachten. Der PreBsaft enthilt ja nur einen Teil 
des wirksamen Hefezelleninhaltes, wihrend dieser in der Aceton- 
dauerhefe noch ziemlich vollstindig erhalten sein dirfte. Der Zymase- 
inhalt dieser Hefe ist auf Grund ihres noch nicht vdllig zerstérten 
osmotischen Systems anscheinend nicht so schnell den verderblichen 
Einfliissen schadigender Stoffe preisgegeben, waihrend im PreBsaft, 
wo die Enzyme regellos umherschwimmen, dieser Fall viel leichter 
eintreten kann. 

Man kann somit drei Stadien der Zymasebestiindigkeit, verursacht 
durch das Milieu, in dem sich dieser Enzymkomplex befindet, unter- 
scheiden : 

In der lebenden Zelle hat jedes Enzym gewissermafen seine eigene 
Werkstatt, innerhalb deren ,,vier Wanden‘‘ — die man sich wohl als 
Grenzflichen bzw. Kolloidaggregate im physikalisch-chemischen Sinne 
vorzustellen hat — es die ihm obliegenden Funktionen, normalerweise 
unbeeinfluBt, ausiiben kann. 

In der Acetondauerhefe ist dieses System, wenn man von den 
fehlenden vitalistischen Funktionen tiberhaupt absieht, schon stark 


1) Abderhalden und Fodor, Ferm. Forsch. 5, 2, 1921 und 12, Nr. 20, 1921. 
Hiernach ist eine bestimmte Form des Protoplasmas mit der Zymase 
identisch und damit diese Annahme bewiesen, wenigstens was die eigentlich: 
Zymase anlangt. 

*) E. Buchner, Die Zymasegirung. 

8) Miinch. med. Wochenschr. 1897, S. 299. 
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zerstért. Infolgedessen miissen mit dem Moment der Aufschlammung 
im Wasser Diffusionsvorginge eintreten kénnen, die die Enzyme 
allmahlich simtlich durcheinanderbringen und dadurch Zerstérungs- 
erscheinungen einleiten. 

Im PreB- und Mazerationssaft vollends schwimmen die Enzyme 
wahllos in dem gegebenen Fliissigkeitsvolumen umher und kénnen sich 
von vornherein weitgehend beeinflussen und stéren. 

Hat man nun besonders endotryptasereiche Hefen, wie sie an- 
scheinend in den heutigen Bierhefen zum Teil vorliegen, so miiBten 
nach obiger Theorie aus ihnen unwirksame Mazerations- und wenig 
lagerbestindige Prefsiifte resultieren, waihrend die Acetondauerhefen 
aus ihnen weniger an Girkraft einbiiBen dirften. Der Befund hat, 
soweit die Resultate dieser Arbeit hierfiir verwertet werden kénnen, 
diese Auffassung im allgemeinen bestitigt. 

Kommen wir nunmehr nach der Betrachtung der einzelnen Pra- 
parate auf die Giarsubstrate und ihre Wirkung auf die Enzyme zuriick, 
so ist zunichst nach Hahn und Geret (s. weiter oben) festzustellen, 
daB der Zucker in héheren Konzentrationen durch Wasserentziehung 
endotryptasehemmend wirkt. Die langere Haltbarkeit von konzen- 
triertem PreBsaft, wo ja auch eine Wasserentziehung stattgefunden 
hat, bestatigt in gewissem Sinne diese Hypothese. 

Stellt man sich nun die Zymasegiirung im einzelnen so vor, dab 
an der Oberfliche der Fermentpartikelchen dauernd Zucker in CO, 
und C,H;,OH gespalten wird — die dabei zunichst auftretenden 
Zwischenprodukte sind nebensichlich —, so kann man annehmen, 
da dieses Zymaseteilchen durch einen Mantel von CO,-Blischen, 
der fir die molekulardispersen Zuckermolekiile zwar durchlissig, 
aber fiir die kolloiden gréberdispersen Tryptaseteilchen nicht mehr 
erheblich durchdringbar ist, geschiitzt wird. Je kleiner die Zucker- 
konzentration, desto durchlissiger der Gasmantel, um so stiarker die 
Endotryptasewirkung. Je geringer der Wassergehalt, um so geringer 
die Diffusionsméglichkeit fiir die zymasevernichtenden Enzyme. Auf 
diese Weise laBt sich auch vielleicht bis zu einem gewissen Grade der 
oben erwihnte Abderhaldensche Befund von der Lagerbestindigkeit 
mit CO, gesittigter Safte erkliren, wobei ein Teil der Kohlensiure 
vielleicht von den Enzympartikelchen adsorbiert wird. 

Diese Schutzwirkung des Garvorganges an sich auf die Garungs- 
enzyme sind wir schon deshalb anzunehmen gezwungen, weil die 
Zucker- und die Konzentrationswirkungen zur volligen Erklairung 
dieser Erscheinung nicht ausreichen. Wie Tabelle XXIV, B., zeigt, 
liefert Acetondauerhefe in einer 10proz. Zuckerlésung angesetzt, 
nach 72 Stunden, einer Zeit, wo sie in Wasser gelagert, tiberhaupt 
garunwirksam ist, noch eine erhebliche Kohlensiuremenge. Zu dieser 
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Zeit war die Zuckerkonzentration schon infolge der Vergirung auf 
4°, herabgesunken, weshalb von einer Wirkung des Zuckers als wasser- 
entziehendes Mittel im Sinne von Hahn und Geret allein nicht mehr 
die Rede sein kann. Die Garung als solche mu8 also — wenn wir von 
den Antienzymen absehen — einen integrierenden Bestandteil innerha!) 
des garungsenzymschiitzenden Wirkungskomplexes bilden. Dieser 
Befund stimmt in gewisser Hinsicht mit dem von Rubner!) iiberein, 
der im Hinblick auf die Wirkung der Endotryptase in lebenden Zellen 
zu dem Resultat kommt, da8 dieses Enzym sofort unwirksam wird, 
wenn durch Zuckerzusatz die Girung eingeleitet ist. Nur das tote, 
nicht mehr Giarung erzeugende Protoplasma fallt dann noch dem 
Abbau anheim. 

Trotz des generellen Unterschiedes zwischen toten und lebenden 
Hefegiirungsgemischen besteht hier also eine gewisse Ubereinstimmung. 




















Tabelle XXIV. 


A. Wirkung von Endotryptasepraparat auf lagernde Aceton- 
dauerhefe. 


Versuchsbedingungen: Je 2g Acetondauerhefe + 4 g Rohrzucker + Toluol. 
Endotryptasepraparat = Mazerationssaft aus V. L. B. U 6. 








Entwickelte CO, | in g 
















desu nach Stunden Gesamt 





nach | 
(24 Stunden | 48 | 72 
1. + 20 ccm Mazerationssaft, | 0.43 | 016 | 004 | 063 
24 Stunden bei 22° gelagert | 0,42 017 | 0,03 | 0,62 
2. + 20ccm H,O, 24 Stunden | 028 | 0,17 | 002 | 0,47 
bei 22° gelagert 0,27 ees, SS a 0,02 0,42 


Das Endotryptasepraéparat zeigt hier sannaitecgsiininesle Eigenschaften. 


B. Garwirkung von Acetondauerhefe in 10proz. Zuckerlésung. 


Versuchsbedingungen: 2g Acetondauerhefe U 6 V. L. B. + 2g Rohrzucker 
+ 0,15 g re + 20 cem aided + Toluol. py = 5,8. 








_Entwickelte COs i in g 











wiih deze nach : Stunden ess Gesamt 


24 Stunden & 48 | 72 } 6 | 120 


















Oe Somme 4 0,02 
033 | 0,26 0,13 009. 6©6|)6=6ool S| se 








Es wird eine Vergirung von 82% des theoretischen Wertes erzielt. 


1) Rubner, Die Hefezelle bei der alkoholischen Girung. Veit & Comp., 
Leipzig 1913. 
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Tabelle XXV, 
Girkraft von in 20proz. Rohrzuckerlésung mazeriertem Saft. 
Versuchsbedingungen: 50 g Trockenhefe U 4 + 150 cem H,O + 30g Rohr- 


zucker bei 31° 214% Stunden mazeriert. Hiervon je 20 cem Saft + 4g Rohr- 
zucker + Toluol. 





Entwickelte CO, in g 
-—- Gesamt 


onal dazu nach Stunden 


20 Stunden |~ 44 68 


| nach 
i 116 Stunden 


0,08 0,07 0,08 0,40 
0.11 0.11 0,09 0,47 


Der Mazerationssaft, mit Zucker mazeriert, zeigt eine erhebliche Garkraft. 
Die Kontrollmazeration mit Wasser ergab gdrunwirksamen Saft. 


Da nun die Stabilitit der Enzyme und ihre Ursachen in maze- 
rierenden Siaften auf dieselben Erscheinungen zuriickgefiihrt werden 
miissen, wie in den eben erérterten Lagerversuchen, so wurde, um die 
kombinierte Schutzwirkung von Zucker auch in dieser Hinsicht zu 
priifen, ein Mazerationsversuch in einer 20 proz. Zuckerlésung angesetzt. 
Der hierbei gewonnene Mazerationssaft (Tabelle X XV) lieferte in der 
Tat eine, allerdings nicht erhebliche, Girwirkung, wahrend dagegen 
der ohne Zuckerzusatz mazerierte Saft ginzlich girunwirksam war, 
Tatsachen, die mit der eben entwickelten Theorie gut tibereinstimmen. 

Um die proteolytische Wirkung dieses zuckerhaltigen Saftes auch 
noch direkt zu priifen, wurde auch ein Gelatineverdauungsversuch 
mit ihm angesetzt und zum Vergleich ein ebensolcher mit gewéhnlichem 
Mazerationssaft. In der Tat zeigte jener eine bedeutend schlechtere 
proteolytische Wirkung, womit die Wirkung des Zuckers in diesem 
Falle als antiproteolytisches Agens bestatigt wurde. 

Um nun zu zeigen, daB hierbei die Anwesenheit des Zuckers nicht 
die alleinige Ursache fiir die Erhaltung der Zymase ist, wurde in einem 
zweiten Versuche Glycerin an Stelle des Zuckers als schiitzende Substanz 
der mazerierenden Hefe zugesetzt. Dieser Stoff wirkt nach Hahn und 
Geret (s. weiter oben) infolge seiner wasserentziehenden Kraft ebenfalls 
endotryptaseschiidigend. Der Versuch ergab die ginzliche Garunwirk- 
samkeit des resultierenden Mazerationssaftes. Und auch Mazerations- 
versuche mit 1 der iiblichen Wassermenge ergaben ein gleiches Resultat. 

Man muB demnach tatsichlich nicht nur der bloBen Anwesenheit 
des Zuckers bzw. eines anderen konzentrationsiindernden Stoffes bei 
der Erhaltung der Zymase in lagernden sowie in mazerierenden toten 
Praparaten und Siaften, sondern auch dem Einsetzen der Gdarung selbst 
eine wesentliche Rolle zuweisen. 
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Bei der Mazeration liegen die Verhialtnisse insofern besonders 
verwickelt, als die Paralyse der Endotryptase (durch Schutzsaft, seku)- 
dires Kaliumphosphat) gleichzeitig eine Behinderung der zur Maze- 
ration notwendigen Autolyse der Zellen mancher Hefesorten zur Folve 
hat. Tritt durch sofortigen Zuckerzusatz, in beschrankter Menge, eine 
sofortige Garung ein, so kann die zur Mazeration notwendige Zer. 
storung der Zellstruktur durch die Endotryptase vor sich gehen, wahrend 
die Zymase selbst durch den Garungsvorgang geschiitzt wird. Es 
resultiert wie in Tabelle XXV ein noch garwirksamer Saft. 

Somit ist eine Abrundung der oben entwickelten Theorie auch 
im Hinblick auf die Vorgiinge bei der Mazeration erfolgt. 
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Kann die avitaminése Wachstumshemmung durch anorganische 
Substanzen kompensiert werden? 


Von 
G. Suda (Tokio). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 23. Marz 1923.) 


Um die Vitaminwirkung dem Verstindnis naher zu bringen, hat 
man Ofters die Salzwirkungen auf die Zellen zum Vergleich heran- 
gezogen. Die Ahnlichkeit besteht zum Teil darin, daB in beiden Fallen 
an Gewicht geringfiigige Massen bedeutende Effekte im Haushalt der 
Korperzellen hervorzubringen vermégen. Man hat daran gedacht, 
daB, wie z. B. bei der Katalyse, ein und dasselbe Substanzteilchen 
ohne eigene Umwandlung zu erfahren, Oxydationsprozesse in der 
organischen Substanz beférdert, auch Ahnliches bei der Vitaminwirkung 
vorliegen kénnte. 

Solche und ahnliche Uberlegungen fiihren dazu, die Beziehungen 
der Salzwirkungen zu den Vitaminwirkungen genauer zu studieren 
und beide unter sich zu vergleichen. Eine der hervorstechendsten 
Vitaminfunktionen ist die Beférderung des Wachstums junger Tiere. 
An dem Wachstumsphinomen kann nun in einer einfachen Versuchs- 
anordnung die Frage leicht gepriift werden, ob ein Salz bei vitamin- 
freier Ernaihrung die hierdurch erzeugte Wachstumshemmung_be- 
foérdert oder vermindert. 

Wenn die Wachstumshemmung auf einer Herabsetzung der Assi- 
milation oder — was allerdings unwahrscheinlich ist — auf einer Stei- 
gerung der Dissimilation in den Zellen beruht, dann miiBte doch in 
jedem Falle ein Salz oder sonst eine chemisch genau definierte Substanz, 
die stark dissimilatorisch wirkt, die Wachstumsstérung beférdern. Das 
ist ohne weiteres einleuchtend, und daB diese SchluBfolgerung tat- 
sichlich mit den Tatsachen in Einklang steht, wird durch die Versuche 
von Daizo Ogata (1) mit Jodverbindungen und Schilddriisenpraparaten 
bewiesen. 

Einen viel tieferen Einblick in die Art der Vitaminstérung be- 
kommen wir aber, wenn wir untersuchen, ob es méglich ist, durch 
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eine definierte anorganische Substanz die avitaminische Wachstums. 
hemmung aufzuhalten — oder gar zu kompensieren. Eine Substanz, 
die bei solchen Versuchen in Frage kommt, ist das Arsen. 

Nach Gottlieb und H. Meyer (2) ist die Stoffwechselwirkung les 
Arseniks die gleiche wie die des Phosphors. In sehr kleinen Dosen 
hemmt Arsenik die Oxydationen, beférdert das Wachstum, den Stoff- 
ansatz, d. h. ein Uberwiegen der Assimilations- iiber die Dissimilations. 
vorgange. 

Wenn nun bei der Avitaminose das Assimilationsvermégen des 
K6rpers herabgesetzt ist, miiBte durch Arsen diese Stérung ebenso 
kompensiert werden kénnen, wie wohl auch in dem Falle, daB bei 
der Avitaminose die Dissimilation gesteigert wire, was allerdings nicht 
wahrscheinlich ist. Es mii®ten also mit kleinen Arsendosen gefiitterte 
Tiere eine geringere Wachstumshemmung erkennen lassen als ohne 
Arsen avitaminés gefiitterte Tiere derselben Art und desselben Alters. 

Meine Versuchsanordnung zur Priifung dieser Frage war folgende: 
Ich hatte 27 etwa 6 Wochen alte Miause in fiinf Gruppen eingeteilt. 
Zwei Gruppen (A und B) bekamen Normalnahrung: Gruppe A ohne 
Zulage, Gruppe B mit Zulage von Acidum arsenicosum. Die anderen 
drei Gruppen (C, D und E) wurden mit vitaminfreiem Nahrungs- 
gemisch ernihrt. Als vitaminfreies Nahrungsgemisch wurde gekochter 
polierter Reis mit Salzgemisch (Kochsalz 250,0, Cale. lactic. 100,0, 
Mag. Citric. 100,0, Ferr. Citric. 25,0, Jod pur. 0,05, Kal. jodat. 0,1) 
gebraucht. 

Die Gruppe C erhielt dieses ganze Nahrungsgemisch ohne Zulage, | 
Gruppe D und E mit Zulage von Acidum arsenicosum. Ich begann 
die Fiitterung mit kleinsten Dosen Acidum arsenicosum, tiiglich 0,15 mg 
(B und D) bis 0,2 mg (E) fir 1000 g Korpergewicht und steigerte sie in 
der zweiten Woche zu 0,3 mg (B und D) bis 0,4 mg (E), in der dritten 
Woche zu 0,45 mg (B und D) bis 0,6 mg (E), in der vierten Woche zu 
0,6 (B und D) bis 0,8 mg (E), in der fiinften Woche zu 0,8 mg (B und D) 
bis 1,0mg (E). Weil die Menge des Arseniks zu wenig ist, habe ich es 
mit Sachr. alb. 1000- bis 10000fach verdiinnt gegeben, zugleich bekamen 
auch die Kontrolltiere (A und C) eine ebenso groBe Menge Zucker. 

Das Koérpergewicht wahrend des Versuchs unter den geschilderten 
Bedingungen geht aus der nachstehenden Tabelle IL hervor. 

Die Gewichtsab- und -zunahme bezieht sich prozentual auf das 
K6érpergewicht am Versuchsbeginn. 

Die durchschnittlichen Zu- bzw. Abnahmen der Kérpergewichte 
jeder Gruppe sind in der Tabelle II verzeichnet. 

Das Resultat meiner Versuche war: 

1. Durch die Arsenzulage wird die infolge der vitaminfreien Er- 
nahrung sich einstellende Korpergewichtsabnahme nicht aufgehalten. 
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Tabelle II. 





Durchschnittliche absolute und prozentuale Zu- (+) bzw. Abnahme (—) des 
KO6rpergewichts am Ende der 


1. Woche 2. Woche 3. Woche 4. Woche 5. Woche 


+7,6% 2.4% +17,5% +33,9% | +44,6% 
+3,8 5 +88 +170 3=8| +224 
+6,6% 99 +12,4% +285% | +42,6% 
+42 +1, +7,9 +182 | +272 
—0,8% % —9,0% —19,7% 

—0,5 a —14,6 

“t: 2% | —9,1% —10,6% 

+1) —5,5 —9.0 | 

+26% 0 —8,9% —136% | —43% 


+15 0 —47 —9,5 | —36 


2. Die mit vitaminhaltiger Nahrung und entsprechender Arsen- 
zulage gefiitterten Tiere nahmen zum Teil ungefihr ebenso wie dic 
Kontrolltiere, zum Teil stiirker an Kérpergewicht zu als die nur mit 
vitaminhaltiger Nahrung gefiitterten Kontrolltiere. 

Aus den an letzter Stelle unter 2. aufgefiihrten Beobachtungen, 
die mit dem, was iiber die Arsenwirkung bekannt ist, in Einklang 
stehen, geht hervor, daB die gewahlten Arsengaben mindestens zum 
Teil so bemessen waren, da eine besondere Kérpergewichtszunahme 
hierdurch bei im tibrigen normalen Ernahrungszustande zustande kam. 
DaB ich bei meinen Versuchen die wirksame, wachstumsférdernde 
Arsendosis bei der Berechnung auf 1 kg Koérpergewicht gegeben habe, 
geht auch aus den Angaben von Th. Gies (3) hervor, wonach beim 
Schweine pro Kilogramm Kérpergewicht 3/5) bis l’mg und beim 
Kaninchen pro Kilogramm Ko6rpergewicht etwa 14 bis 1 mg Acidum 
arcenicosum erforderlich ist. In einem Teil meiner Versuche habe ich 
auBerdem auch eine um ein Drittel héhere Dosis bei avitaminésen 
Tieren verabfolgt, um auch eine etwas iiberkraftige Arsendosis auf das 
Wachstum avitaminés ernahrter Tiere studieren zu kénnen. 

Da nun in keinem Falle die Arsengabe die avitaminése Wachs- 
tumsstérung kompensieren konnte, ist nicht anzunehmen, daf das 
deshalb der Fall war, weil die Arsendosierung nicht richtig gewahlt 
worden war, sondern es folgt viel eher daraus, daf& wegen der Ver- 
schiedenheit des Angriffspunktes der Vitaminwirkung von der Arsen- 
wirkung diese Kompensation nicht méglich war. Wiirde die Assimi- 
lationsférderung des Vitamins eben da eingreifen, wo die Assimilations- 
férderung des Arsens eingreift, dann miiBte sich das Vitamin durch 
bestimmte Arsendosen ersetzen lassen, soweit das Wachstum in Frage 
kommt. Da ein solcher Ersatz nicht méglich ist, muB der SchluB ge- 
zogen werden, da die durch die Vitamine bedingte Assimilations- 
erhéhung einen genetisch anderen Vorgang darstellt oder auf einer 





Avitaminése Wachstumshemmung und anorganische Salze. 273 


anderen Bahn verlauft, als die durch das Arsen bewirkte Assimilations- 
erhohung. 

Nun kénnte man allerdings noch einwenden, da8 die Arsenwirkung 
iiberhaupt zur Voraussetzung das Vorhandensein des Vitamins hitte, 
mit anderen Worten, daB das Arsen auf den Zellstoffwechsel durch 
Vermittlung des Vitamins wirkte, oder daB das Arsen gewissermaBen 
die Vitamine aktivierte. Diese Méglichkeit ist allerdings nicht von der 
Hand zu weisen. Und hier erinnere ich an die Aktivierung der Fermente, 
iiberhaupt an die Beeinflussung der Fermenttitigkeit durch Salze, 
also an Vorginge, die dem soeben entwickelten Gedanken zweifellos 
eine gewisse Berechtigung verleihen. Es wire aber damit ein ganz 
neues Problem in die Vitaminforschung geworfen, ein Problem, bei 
dessen weiterer Durcharbeitung man vielleicht wichtige Aufschliisse 
iiber das Zusammenwirken von Vitaminen und Salzen bei der Regu- 
lierung des Zellstoffwechsels erhalt. 


Literatur. 
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Uber Nitroreduktionen durch lebende Gewebe. 


Bemerkungen zu der gleichnamigen Verdéffentlichung von N. Waterman 
und J. Kalff'). 


Von 


Werner Lipschitz. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 20. April 1923.) 


Waterman und Kalff unterziehen, ausgehend von der Tatsache, 
daB die Atmungsmessung von Tumorgeweben mittels der von mir 
angegebenen m-Dinitrobenzolmethode ihnen Schwierigkeiten machte, 
diese Methode einer scharf ablehnenden Kritik. Diese ruht auf scheinbar 
sehr triftigen Einwanden, die aber nach der Art ihrer Formulierung 
vollig irrefiihrend sind und deshalb bei der prinzipiellen Bedeutung 
der Frage nach der Brauchbarkeit einer Methode hier etwas eingehender 
besprochen werden miissen. 

Es ist vorauszuschicken, daB vor Ausarbeitung der Nitroreduk.- 
tionsmethode ich ahnliche aprioristische Bedenken wie Waterman 
und Kalff hatte, die ich mich bemiihte, durch zahlreiche Experimente 
zu priifen. Demgema8B finden sich fast sdimtliche Einwiinde von Waterman 
und Kalff bereits in meinen eigenen Verdffentlichungen, wie sich im 
folgenden zeigen wird, fiihrten aber dazu, daB nach Erkenntnis und 
Ausschaltung der entsprechenden Fehlerquellen auch quantitativ 
brauchbare Resultate gewonnen werden konnten. 

1. Die erste Bemingelung von Waterman und Kalff. (8. 175) 
betrifft die angeblich nicht geniigende Sicherstellung des entstehenden 
Reduktionsproduktes. — Demgegeniiber sei festgestellt, daB bereits 
in meiner ersten Veréffentlichung?) die Identifizierung des biologisch 
gebildeten Nitrophenylhydroxylamins durch die entstandene intensive 
Gelbfirbung der Lésung, ihr enorm starkes Methdmoglobinbildungs- 
vermogen, die Entstehung von Nitroaminophenol durch Umlagerung 
mit 60proz. Schwefelsiure, die Entstehung von Nitronitrosobenzol 
durch Oxydation mit Eisenchlorid und die Reduktion von Fehlingscher 


1) Diese Zeitschr. 185, 174, 1923. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 109, 189, 1920. 
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Losung durchgefiihrt wurde, nachdem vielfache Versuche, das biologisch 
entstandene Produkt kristallisiert zu isolieren, wegen seiner relativ 
geringen Menge bei Gegenwart zahlreicher stérender Substanzen aus 
der Muskulatur selbst nicht gelungen waren. Es lag kein Anla® vor, 
die Aufzihlung und Beschreibung dieser Identifizierungsreaktionen in 
spiteren Publikationen zu wiederholen, wie Waterman und Kalff es 
zu verlangen scheinen. 

2. Was die Rotfdrbung mit Soda betrifft, eine Beobachtung, gegen 
die Waterman und Kalff (8.176) ihren scharfsten Angriff richten, 
weil sie, obwohl sie die Unreinheit meiner Praparate beweise, von mir 
benutzt und sogar quantitativ verwertet worden sei, so ist mit allem 
Nachdruck auf folgendes hinzuweisen: Bis vor weniger als einem 
Jahre wurde diese Reaktion, die von dem Entdecker des Nitrophenyl- 
hydroxylamins selbst, K. Brand, als der analysenreinen Substanz zu- 
gehorig beschrieben!) wurde, von niemandem publikatorisch angezweifelt 
als von mir selbst®); ich hatte bereits 1920 ein nach Brand dargestelltes 
Praparat mit dem von Brand angegebenen Schmelzpunkt und Eigen- 
schaften in Hianden, dem nach mehrfachem Umkristallisieren die Rot- 
farbung mit Soda fehlte*), so daB in dieser ersten Veréffentlichung 
bereits die Frage nach der Gegenwart von zwei chemisch oder physi- 
kalisch verschiedenen Kérpern als priifenswert aufgeworfen wurde; 
ich dachte damals vor allem an Tautomere. Die Aufklérung erfolgte 
kiiralich durch Brand‘): es handelt sich um Beimischung von Spuren 
der entsprechenden Thiophenverbindung, die weder den Schmelzpunkt 
noch die sonstigen Eigenschaften des Nitrophenylhydroxylamins ver- 
andert — bis auf die Sodareaktion. Diese Beimischung ist nicht nur 
chemisch wenig ins Gewicht fallend, sondern dndert auch die Brauch- 
barkeit der biologischen Methode in keiner Weise; nach Waterman und 
Kalff selbst findet die Reduktion des Dinitrobenzols durch Gewebe 
unter Gelbfirbung auch bei Verwendung gianzlich thiophenfreier 
Praparate statt; das entsprechende Hydroxylaminprodukt besitzt die 
typische Blutgiftigkeit. Ubrigens geschah die Benutzung der Soda- 
reaktion in meinen Untersuchungen lediglich orientierend parallel zu 
den eigentlichen kolorimetrischen Messungen®); sie wurde in der letzten 
gréBeren Veréffentltchung*) als iberfliissig und nicht dazu gehdérig 
iiberhaupt fallen gelassen. Es ist zu betonen, da% in allen meinen 
Veréffentlichungen kein einziger Schluf allein oder auch nur wesentlich 


1) Ber. d. deutsch. chem Ges. 38, 4006, 1905. 
Lo. 

8) 1. c., 8. 222. 

4) Ber. d. deutsch. chem Ges. 55 882, 1922. 
5) Pfligers Arch. 191, 1 und 33, 1921. 

6) Ebendaselbst 196, 463, 1922. 
































































276 W. Lipschitz: 
aus dem Ausfall der ,,Sodareaktion“ gezogen wurde, wie die Ausfithruncen 
von Waterman und Kaljf vermuten lassen. 

3. Da8 die von Waterman und Kalff versuchte Bestimmung es 
biologisch entstehenden Nitrophenylhydroxylamins durch Fallung mit 
ammoniakalischer Silberlésung miBlang, hat sicher nicht seinen Grund 
im Fehlen dieser Substanz, sondern in stérender Gegenwart von fallungs. 
hindernden Muskelsubstanzen. 

4. Die leichte Oxydierbarkeit von Nitrophenylhydroxylaminlésungen 
unter Abschwichung der Gelbfirbung und Bildung von 3,3-Dinitro. 
azoxybenzol, die Waterman und Kaljf (S.178) konstatieren, wurde 
von Gottschalk und mir bereits eingehend gepriift und unter ausdriick- 
licher Erwihnung der Azoxyverbindung diskutiert!); es bestehen aber 
fiir sie weder experimentelle Anhaltspunkte noch Wahrscheinlichkeit 
in Gegenwart atmender (sauerstoffzehrender) Zellen, zumal bei Sauersto/f- 
mangel. Gegen eine Reduktion zu dimolekularen Produkten (Azoxy- 
bis Hydrazobenzol), die Waterman und Kalff ins Feld fahren, sprechen 
die annahernd neutralen — jedenfalls nicht alkalischen — Reaktions- 
bedingungen in den Zellen (vgl.die von Haber, Elbs, Brand, |.c., studierten 
elektrochemischen Reduktionsfolgen!), sprechen die Hefeversuche von 
Neuberg und Welde*), spricht endlich der eigene Nachweis der sich 
tatsichlich bildenden Hydroxylaminverbindung. 

5. Waterman und Kalff verlangen (S.179): ,,Lipschitz hatte 
etappenmaBig verfolgen miissen, was sukzessive aus dem m-Dinitro- 
benzol wird, unter in Betrachtziehung der bestehenden chemischen 
Méglichkeiten‘‘. — Ihnen scheinen alle meine entsprechenden Versuche 
und Angaben entgangen zu sein: Das durch Gewebe verursachte 
weitere Schicksal des gebildeten Nitrophenylhydroxylamins bei relativem 
Mangel an Dinitrobenzol ist nach meinen Untersuchungen die Weiter- 
reduktion zu Nitranilin [Kaninchenorganismus, Biackerhefe, Pflanzen- 
keimlinge*), Froschmuskulatur‘)]. Daher meine Angabe5), daB ,,nur 
bei reichlichem Uberschug an reduzierbarem Dinitrobenzol die Nitro- 
phenylhydroxylaminbildung ein eindeutiges Ma8 oxydoreduktiver 
Zellprozesse ist, da sonst das Hydroxylamin selbst weiter bis zum 
schwicher gefarbten Amin reduziert wird“ usw. Dieselbe Beobachtung 
der Farbabschwaichung ohne Klarung ihrer Urgache verdéffentlichen 
jetzt Waterman und Kaljff (S. 179). 

6. Waterman und Kaljf beschaftigen sich mit der Deutung der 
von mir beobachteten Herabsetzung der Dinitrobenzolreduktion durch 


1) Pfliigers Arch. 191, 13ff. 

®) Diese Zeitschr. 60, 472; 62, 470; 67, 18, 1914. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 109, 195, 250, 251. 
*) Pfliigers Arch. 196, 478, Versuch 14. 

5) Ebendaselbst S. 479. 
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kurze Verreibung des Gewebes mit Quarzsand: ,,Sie ... erklart sich 
nicht notwendig aus ,Ausschwemmung des Atemkérpers‘ aus der 
Zelle, sondern viel besser durch Strukturiinderung ... des Materials“. 
Der Inhalt des entsprechenden Abschnitts meiner 1920 erschienenen 
Arbeit?) deckt sich véllig mit dieser von Waterman und Kalff geiiuBerten 
Auffassung; zum biindigen Beweis sei hier nur die Uberschrift meines 
damaligen Versuches angefiihrt: ,,Schidigung und Zerstérung der 
Zellstruktur“‘. Mir ist vollig unerfindlich, wie Waterman und Kal/jf 
trotz meiner ganz eindeutigen Ausdrucksweise eine so absurde Deutung 
meiner Versuche bei mir vermuten kénnen. Dasselbe gilt natiirlich 
fir die Wirkung von Narcoticis. 

7. Waterman und Kalff bezweifeln die Brauchbarkeit der kolori- 
metrischen quantitativen Methode unter anderem auch deshalb, weil 
das gelbe Produkt in den Zellbestandteilen (gelést oder adsorbiert) 
festgehalten werde (S. 179). Ich habe Tumorgewebe nicht untersucht, 
fir Froschmuskulatur aber, an der die Methode ausgearbeitet wurde, 
diese Frage ausdriicklich gepriift?) und keinen meSbaren Unterschied 
der Farbintensitét gefunden, wenn ich einmal das Muskelfiltrat allein 
untersuchte, in einem Parallelversuch das gesamte Reaktionsgemisch 
erschépfend (d. h. bis zum Freisein von jeder Gelbfarbung) mit Ather 
extrahierte und dessen Farbintensitaét kolorimetrisch bestimmte. Ich 
habe auch niemals geglaubt, daB die Methode in allen Fallen geniigen 
wiirde, wenn man sie nicht an den speziellen Zweck adaptierte; z. B. gehe 
ich neuerlich bei Versuchen mit Bakterien stets so vor, daB ich das 
gelbe Produkt aus dem gesamten Reaktionsgemisch mit Ather aus- 
schiittele, was auBerordentlich leicht. und vollstindig gelingt. 


8. Waterman und Kaljf erklaren die von G. Hertwig und mir beob- 
achtete Wiederkehr der Bewegungen erstickter Spermatozoen unter 
Dinitrobenzol nicht in unserem Sinne, sondern durch Reizwirkung 
des entstehenden Hydroxylaminderivats (8.181). H. Winterstein*) 
priifte bereits diesen Gedanken mittels Nitrophenylhydroxylamins, 
lieB ihn aber auf Grund negativer Resultate wieder fallen. Die An- 
nahme jedenfalls von Waterman und Kalff iiber das Wesen dieser Er- 
scheinung ist also unrichtig. 

9. ,,.Die Annahmen von Lipschitz betreffs Vertretbarkeit der 
gewohnlichen O-Zehrung durch indirekten O-Verbrauch aus der Nitro- 
verbindung“’, die nach Waterman und Kaljf (8.181) ,,auf schwachen 
FiiBen stehen‘‘, wurden durch quantitative Bestimmungen der bei der 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 109, 236. 

*) Pfliigers Arch. 196, 478, Versuch 10. 

8) Pfliigers Arch. 198, 504, 1923; vgl. dazu Lipschitz, ebendaselbst 
198, 648, 1923. 
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Reduktion entstehenden Kohlenstiure (Dehydrierungskohlensaure) kitrz. 
lich!) wesentlich bestarkt. 

10. Ergebnis; Durch vorstehende Ausfiithrungen wird bewiesen, 
daS die Einwinde von Waterman und Kaljf gegen die Brauchbarkeit 
der von mir angegebenen Dinitrobenzolreduktionsmethode entweder 
iiberhaupt nicht zu Recht bestehen oder bereits von mir selbst gepriift 
und publikatorisch diskutiert worden sind, was den Autoren gréften- 
teils entgangen zu sein scheint. Wenn Waterman und Kalff im Anfang 
ihrer Ver6ffentlichung bemerken, daf die Methode ,,in gewissen 
Kreisen‘‘ Anklang fand und benutzt wird, so méchte ich doch hoffen, 
daB die Autoren nach eingehenderer Priifung der Methode sich weniger 
ablehnend gegen sie verhalten werden. 


1) Pfliigers Arch. 196, 463, 1922. 





eniger 











a 2 win Soiaioyiocs 


Uber die Wirkung 
des Phosphorsiureions auf den Kohlehydratstoffwechsel. 


I. Mitteilung. 


Uber die Wirkung des Phosphorsiureions auf den Zuckerhaushalt der 
iiberlebenden Froschleber. 


Von 
H. Elias und A. Léw. 
(Aus der ersten med. Universitatsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 20. Marz 1923.) 


Nach intravendéser Injektion von konzentrierten Phosphatlésungen 
sinkt beim Menschen der Blutzucker bei Hyperglykiimien verschiedener 
Genese fiir eine kurze Zeit [Elias und Weiss1)] ab. Ferner lieB 
sich feststellen, daB die Senkung des Blutzuckerspiegels nicht etwa 


durch Bindung des Zuckers an Phosphorsiiure (das Hmbdensche 
Lactazidogen) bloB vorgetiiuscht werde. Wenn also eine derartige 
Maskierung des Blutzuckers nicht vorliegt, 1aBt sich das Verschwinden 
des Zuckers noch auf zweierlei Art erkliren: Entweder wird der Zucker 
aus dem Blut etwa zu Glykogen synthetisiert, oder er wird abgebaut, 
gespalten bzw. oxydiert. In dieser Mitteilung soll gepriift werden, ob 
sich Anhaltspunkte fiir die erste Annahme, fiir die Umwandlung des 
Blutzuckers in Glykogen durch das Phosphation, gewinnen lassen. 
Als Repriisentant fiir glykogenspeichernde Zellen wurde die Leber- 
zelle des Kaltbliiters gewihlt. Zu diesem Zwecke wurden Leberdurch- 
spilungen nach Frohlich und Pollak?) an Fréschen (Rana fusca) vor- 
genommen. Nach einer Vorperiode, in der Ringerlésung durch die 
Leber geleitet wurde, wurde mit Ringer-Zucker-Phosphatlésung durch- 
spilt, worauf in der Nachperiode die Durchspiilung mit Ringer-Zucker- 
lésung wiederholt wurde. Simtliche Lésungen waren neutral und fiir 
Kaltbliiter isosmotisch (Messung der Wasserstoffionenkonzentration 
mittels Michaelis’ Indikatoren). Die Zuckerbestimmungen wurden 
in den durch Zentrifugieren bzw. Sedimentieren geklirten Ausstrémungs- 


1) Elias und Weiss, Wien. Arch. f. innere Med. 4, 29, 1922. 
*) Frohlich und Pollak, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 77, 265, 1914. 
Biochemische Zeitschrift Band 138. 19 
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fliissigkeiten nach Bertrand durchgefiihrt. Die Berechnung der Zucker. 
werte erfolgte nach der Tabelle von Méckel-Frank').' Das Leberglykogen 
wurde (mit einer unwesentlichen Modifikation) nach Pfliiger bestimmt. 
Die Versuchsergebnisse waren eindeutig. 
Versuch 1 vom 2. April 1922. Rana fusca 20 g. 
Leberdurchspiilung: Jede Lésung wird zweimal durch die Leber geleitet. 
Leber 0,48 g Glykogen in Dextrose 4%. Beginn 9h 40’, Druck etwa 10 cem. 





~ ‘Wahrend 
der Durch 
Eingelaufen Ausgeflossen inne. 
gehaufte bzw. 
| umgepragte 
ae muasrans shana sea ea y earn \(+) = aus 
pro arin | gespulte (—) 
Hens Durchspiilungsfliissigkeit total Minute Zucker | Zuckermenge 
ccm ccm ccm o9 mg 
Qh 58’ Zucker-Ringerlésung | 
—10 22 || 8 | 095°), py = 7,5 3 | 15 | 
i 36 | dasselbe 34 (1s | 
10 
—10 
10 3 | Zucker-Phosphatlésung 
—10 | 0,88 °/5, Pu = 7,5 


~ 37,5 | dasselbe 


il 
1 45) 375 | dasselbe 


11 45 3 | Zucker-Ringerlésung 
—ll 47 | 0,95°/5 py = 7,5 


ll 47} | 
12 10 36 | dasselbe 35,5 15 ‘ 


12 10) 
—j2 31) 35 | dasselbe 33,5 1,6 


Die Durchspiilung mit Zucker-Ringer-Phosphatlosung ruft eine Zucker- 
ausschwemmung aus der Leber hervor, die bis in die Nachperiode dauert. 


0,91 | +1,36 


3 Ringerlésung nicht aufgefangen|) — 


nicht aufgefangen | 


In einem Versuche wurde die Reihenfolge der durchgeleiteten 
Flissigkeiten in der Art geindert, daB die in Frage stehende Phosphat- 
lésung in der ersten Periode auf die noch ganz frische Leber einzuwirken 
kam, um das Ausbleiben einer Glykogenanhiufung in dieser Periode 
besonders beweisend zu gestalten (Versuch 4). 

Aus den Resultaten ist zu entnehmen, da8 durch das Phosphation 
die Glykogenanhiufung in der Froschleber nicht unterstiitzt wird, 
sondern sogar Glykogen mobilisiert wird. Dieses Ergebnis stimmt 
mit der von Bang*) gemachten Beobachtung iiberein, nach welcher 
Leber, in Ringer-Phosphatlésung suspendiert, eine Abnahme des 


1) Méckel und Frank, Hoppe Seyler 65, 325, 1910. 
2) Ivar Bang, diese Zeitschr. 49, 325, 1913. 
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Kohlehydratstoffwechsel. I. 


Versuch 2 vom 9. Dezember 1922. Rana fusca 50 g. 


Leberdurchspiilung. Dieselben Lésungen werden mehrfach durch die Leber 
geleitet. 


Leber: 0,6 g, 4,1% Glykogen. Beginn: 55 35’, Druck etwa 10 cm. 





Wahrend 
der Durch: 
Eingelaufen Ausgeflossen Pens gel 
gebaufte bzw. 
(7) oder oe 
- +) oder aus: 
darin gespiilte (—) 
igkeit total Minute Zucker gerrite 


com bo mg 





Ringer-Dextroselésung 32 
ly 1 2 D Pu. 7,6 4 


dasselbe 1 3.6 


Vorperiode 


dasselbe 3.4 


Ringer-Phosphat-Dex- 32 
troselsg. 1,1° 4, D py =7,5 ? 


7 dasselbe 3,3 


ee dasselbe 5 3,0 
7 Dextrose-Ringerlésung 33 
—7 Lig ty = 10 ’ 


2 oa he dasselbe 58 32 


ao 60 dasselbe 55.5) 3,2 
Eine isotonische Phosphatlésung ruft an der durchspiilten Froschleber 
eine Glykogenmobilisierung hervor, die bis in die Nachperiode fortdauert. 


Phosphatperiode 
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Versuch 3 vom 7. November 1921. Rana fusca 28 g. 


Leberdurchspiilung. Jede Lésung wird dreimal durch die Leber geleitet. 
Leber: 0,5 g, Glykogen 5,2%. Beginn: 11", Druck etwa 10 cm. 





Wahrend 
der Durch: 
Eingelaufen Ausgeflossen fe ear 
gehaufte bzw. 
umgepragte 
(+) oder aus: 
pro darin gespilte (—) 


Menge Durchspilungsfliissigkeit cotet Minute Zucker Zuckermenge 


ccm ccm log mg 


Zucker-Ringeridsung ‘ 24 
0,92° POs 5 Pu = 7,4 ’ 


dasselbe 40 |} 96 + 18 


Vorperiode 


dasselbe | 4 
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Versus 3 vom 7. Nevember micheal _(Fortecteung). Gly 
—- —-— a my. 
|| Wiahrend ¢ 
der Durch mus 
Eingelaufen Ausgeflossen _ ood”, may 
gehaufte bzw 
| umgeprigte 
(+) oder aus 
pro darin Somes. ) 
Durchspiil fliissigkei Minute | Zucker || Zuckermenge 


sg S 


ecm | ccm | Fog mg 








|| Menge 
| 








12h 12’) 65 Bachen: inte Phosphat- | 3 
—12 30) 'lésung 0,92°/,,D py = 7,5 
12 30 | 
12 42 || © dasselbe | 4&2 17 9 | 
12 42 || | 
—12 55 | bad | | 
12 55 | } Zucker- Ringer 
—113/ © | 009%, D py = 7,4 | 585) § 


_ 28 | 60 dasselbe =| Sl | 34 | 085) + 3,64 


2 3 | 60 | dasselbe | 495) 33 


Die Zuckeranhiufung in der Vorperiode otek wahrend der Zucker- 
Ringer-Phosphatdurchleitung unterbrochen. In der Nachperiode wird 
Zucker wieder angehiauft. 


Versuch 4 vom 12. April 1922. Rana fusca 45 g. 


Leberdurchspiilung. Jede Se wird dreimal durch die Leber geleitet. 
Leber: sPhcsae Gly ber, 4,59 to 12h 30’, Druck 10 cm. 


dasselbe 


Phosphatperiode || 


} 








Nachperiode 








F oar | Wahrend der 
Eingelaufen | Ausgeflossen | Durchspiilung 
| | angehaufte 
| ———$$__-—___—__— : Pe marae 
H arin espilte ( 
| Durchspilungsfliissigkeit totel | Minute Zucker alee 
| | 


ccm com bo mg 





| Menge 


ccm 


12h 51’ Phosphat-Ringer-Zucker-| 29 18 
07 lésung 0,9°/5, Pu = 7,7 | ’ 
ni dasselbe | 23 | 18 |} op 


a dasselbe eae fe 


| 


| 


CO GO GO BO DS DO ODS DO OS ee ee 


37 Ringer-Zuckerlésung 29 14 
57 0,62, py=7,6 | , 
i dasselbe 2 | (17 
12 | 
28 
28 Phosphat- Ringer-Zucker-, 
47 | lésung 0,9°/,, py = 7,7 
oi dasselbe (295 «18 7 09 
3 || 30 dasselbe 295 | 18 | 

Die Zuckerkonzentration, die in der zweiten Periode eine Zucker- 
anhiufung zustande bringt, ist in Gegenwart von Phosphaten in der ersten 
und dritten Periode dazu nicht mehr imstande. 


dasselbe 2 | 18 


295 | 16. 
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Glykogens aufweist. In analoger Weise hat Mayerhof!) an Frosch- 
muskeln gezeigt, da diese, in einer Phosphatlésung suspendiert, 
maximal Glykogen verlieren. 


Zusammenfassung. 

Durch Phosphate wird in der Froschleber die Anhaufung von 
Zucker nicht unterstiitzt; das Phosphation ist im Gegenteil imstande, 
Glykogen aus der Leber auszuschwemmen. 

Nach den hier mitgeteilten Versuchen besteht kein Anhaltspunkt 
fiir die Annahme, da8 die Blutzuckersenkung bei Diabetikern nach 
Phosphatinjektion auf Glykogenanhaufung in der Leber zurickgefihrt 
werden kann. 


1) O. Meyerhof, Arch. f. Phys. 188, 133, 1921. 
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Uber die Wirkung 
des Phosphorsiureions auf den Kohlehydratstoffwechsel. 


IT. Mitteilung. 


Wirkung intravenés einverleibter Phosphatlésungen auf den Blutzucker 
bei Hunden und Kaninchen. 


Von 
H. Elias, ©. Popeseu-Inotesti und C. St. Radoslay. 
(Aus der I. medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 20. Marz 1923.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


Nachdem festgestellt worden war [ Elias und Weiss)], daB intravenis 
einverleibte Mono- und Dinatriumphosphatlésungen den diabetisch und 
alimentiar erhéhten Blutzucker beim Menschen herabzusetzen vermégen, 
schien es interessant, das Verhalten normaler Hunde und Kaninchen 
bei derselben Behandlung zu studieren, um eine Grundlage fiir dic 
Untersuchungen der Phosphatwirkung bei experimentellen Glykosurien, 
die sich nur an Tieren durchfiihren lassen, zu gewinnen. 

Zu dem Zwecke wurden an Kaninchen und Hunden intravenés 
Phosphatlésungen injiziert. und vorher sowie nachher der Blutzucker 
der Tiere meistens in halbstiindigen Intervallen nach der Bangschen 
Methode in der Modifikation von Ernst und Weiss?) an dem aus der 
Ohrvene gewonnenen Blute bestimmt. Bei einigen Versuchen wurde 
auch der Himoglobingehalt und die Zahl der roten Blutkérperchen 
festgestellt, um etwaige Veriinderungen des Blutzuckers durch Zu- 
oder AbfluB von Gewebsfliissigkeit in die Blutbahn bzw. aus den Blut- 
gefiBen zu erkennen. 


Versuche. 
A. Kaninchen. 

Zunachst wurde den Kaninchen Mono- und Dinatriumphosphat. in 
Dosen intravenés injiziert, wie sie sich beim normalen Menschen als un- 
wirksam, bei hyperglykamischen Menschen als blutzuckersenkend erwiesen 
haben (2 ccm n NaH, PO, bzw. 2 cem n/3 Na, HPO, pro Kilogramm Tier). 
Dabei stellte sich aber heraus, daB in dieser Dosierung beide Salze beim 
Kaninchen statt einer Hypoglykaimie eine Hyperglykiimie hervorrufen 
(z. B. Kurve Abb. 2, Versuch 1 und 5, Kurve Abb. 3, Versuch 11 und 17. 


1) Elias und Weiss, Wien. Arch. f. innere Med. 4, 29, 1922. 
2) Ernst und Weiss, Wien. klin. Wochenschr. Nr. 15, 8. 174, 1921. 
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ferner Tabelle V und VI vorletzte Spalte). Darum wurden diese Versuche 
mit abgestuften, vor allem niedrigen Dosen wiederholt 4). 
Es seien zwei solche Versuche in Tabellen (Tabelle I bis IV) angefiihrt. 
Das Verhalten des Blutzuckers auf Phosphatinjektionen lat sich 
somit bei diesen zwei Tieren folgendermaBen graphisch darstellen (Kurve | 
und 2 und iibersichtlicher 3 und 4). 
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Abb, 1. Wirkung abgestufter intravenéser Injektionen von 
n NaH,PO,-Lésung auf den Blutzucker eines Kaninchens 
(s. Tabelle I) 
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1,72 Abb. 4. Zus bzw. Abnahme des Blut: 

é r rs Fic zuckers eines Kaninchens (Kan. III) bei 

Abb. 2. Wirkung abgestufter intravenéser Injektionen von steigenden Dosen intravends einver- 

nj3 NagHPO,-Lésung auf den Blutzucker eines Kaninchens leibter n NaH,P Oy u. nk NaoHPO,y 
(s. Tabelle I). Lésung. 


Die Gesamtheit der Versuche la8t sich am einfachsten tabellarisch 
auf folgende Weise zusammenfassen (Tabelle V und VI und Abb. 6). 


1) F. P. Underhill (J. Biol. Chem. 25, 458) hat durch Injektionen von 
alkalischer Na,PO,-Lésung am Kaninchen schon im Jahre 1916 eine 
Blutzuckersenkung, H. Hirsch (J. infect. dis. 29, 40, 1921) durch KHPO, 
eine Blutzuckersteigerung erzielt. 
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Abb. 5. Zus bzw. Abnahme des 
Blutzuckers bei Kaninchen (Durch: 
schnittskurve aus Versuchen an 
je vier Tieren) bei steigenden Dosen 
intravenés einverleibter n NaHyPO,: u. 
n/3 NayH OgsLésung (s. Tab. V u. VI). 
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Abb.8. Abnahme des Blutzuckers 
eines Hundes (Nr. V) bei steigen- 
den Dosen intravenés einverleibter 
n NaH PO, u. n[3 NagHPO,-Lésung. 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB eine intravenése Injektion 
von n NaH,PO,-Lésungen in Dosen unterhalb von 0,4 ccm pro Kilo- 
gramm Tier fast unwirksam ist, wahrend die niichst héheren Dosen 


% Blutzucker 
100 quer PO, EF 


0,090 


9080 


0070 


Q& 
BH 
on Toro kg Gewicht 


0,060 


Q050 


~~ = 
WD 


wend Gr 7 ces 

Abb. 6. Wirkung abgestufter intravenéser Injektionen von 

n NaH,P OyLésung auf den Blutzucker eines Hundes (Nr. V) 
(s. Tabelle VID. 
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Abb.?. Wirkung abgestufter intravenéser Injektionen von 
n/3 NagHPO,-Lésung auf den Blutzucker eines Hundes (Nr. V!) 
(s. Tabelle X). 
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Abb. 9. Abnahme des Blutzuckers eines Abb. 10. Abnahbme des Blutzuckers bei 
Hundes (Nr. VI) bei steigenden Dosen Hunden (Durchschnittskurve aus Ver- 
intravenés einverleibter n Na H)P O,- und suchen an je sechs Tieren) bei steigenden 

n[3 NagH P OgLésung. 


Dosen intravenés einverleibter NaH)PO,: 
u. n[3 NagPO,Lésung (s. Tab. XI u. XII). 
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bis zu einem Werte von etwa 1,7 cem eine deutliche Blutzuckersenkung 
beim Kaninchen hervorrufen. Hoéhere Dosen steigern dann wieder 
den Blutzucker, wenn ein Wert ‘von etwa 1,8 ccm iiberschritten ist. 
Diese Verhialtnisse lassen sich am besten durch die beigefiigte Durch- 
schnittskurve aller Versuche illustrieren (Abb. 5). 

Die durch Phosphatlésung hervorgerufene Blutzuckersenkung 
setzt hier so wie beim Menschen nach | bis 114 Stunden ein, um nach 
2 bis 214 Stunden den Héhepunkt zu erreichen. Das stimmt gut mit 
Untersuchungen der letzten Jahre iiberein, in denen festgestellt wurde, 
da8 intravenés einverleibtes Phosphat nach 2 Stunden die Blutbahn 
verlassen hat; denn da die blutzuckerherabsetzende Wirkung der Phos- 
phate eine Zellwirkung ist, scheint nach den Untersuchungen von 
Elias und Weiss bereits erwiesen. Diese Veranderungen im Blutzucker- 
gehalt kénnen auch beim Kaninchen nicht auf Wasserverschiebungen 
aus dem Gewebe ins Blut oder umgekehrt zuriickgefiihrt werden, 
denn zur Kontrolle angestellte Himoglobinbestimmungen sowie Blut- 
kérperchenzihlungen vor-dem Versuche und auf der Hohe der Blut- 
zuckersteigerung bzw. der Blutzuckersenkung geben keinerlei Anhalts- 
punkte fiir eine solche Annahme: die erhaltenen Werte schwanken 
innerhalb der Fehlergrenze. 


B. Hunde. 

In ganz analoger Weise wurden die Versuche an den Hunden durch- 
gefihrt. Es seien die an zwei Hunden durchgefihrten Versuche als 
Beispiel tabellarisch und im Diagramm angefiihrt (Tabelle VII bis X, 
Abb. 6 bis 9). 

Zwei Tabellen (Tabelle XI, XII, Abb. 10) geben die Gesamtheit der 
gemachten Versuche wieder. Es ergibt sich, daB mit zunehmender 
Phosphatdosis auch der Blutzucker stetig abnimmt, wie aus Abb. 8 
und 9 fiir den einzelnen Hund, aus Abb. 10 fiir den Durchschnitt aller 
Versuche sich ergibt. Dabei zeigt es sich, daB fiir den Hund der Grenz- 
wert der wirksamen Dosis der sauren und der alkalischen Phosphat- 
lésung gleich hoch liegt, und zwar bei 4% ccm n Lésung. 


Besprechung der Resultate. 

Im Gegensatz zum gesunden Menschen, der auf intravenése Ein- 
verleibung von relativ groBen NaH,PO,- und Na,HPO,-Mengen 
keine Verainderung seines Blutzuckers aufweist, ist beim Hunde und 
Kaninchen durch kleine Phosphatdosen leicht eine Blutzuckersenkung 
zu erreichen. Griinde fiir dieses Verhalten lassen sich bisher nicht 
angeben. Beim Kaninchen geniigt im Durchschnitt schon %% ccm 
n NaH,PO,- bzw. n/3 Na,HPO,-Lésung pro Kilogramm KoOrper- 
gewicht, beim Hunde 4% ccm n H,PO,- oder 144 ccm n/3 Na,H PO,- 
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H. Elias, C. Popescu u. C. St. Radoslav: 


 Tabelle XI. 
Ubersichtstabelle. 





E ‘Blutzuckerabnahme (—) i in %p » des Anfangewertes nach intravenés ser 
_Injektion yon nNa HPO 


Gewicht i ae ————_——— — a 
0,5 com 07 7ccm | lccm 5 ccm | 2ccm 


|| pro kgsGew. | pro kg-G ew. pro kg-Gew. pro ‘kg-Gew. pro kgsGew, 
4 % % %y %%o 

I 7,400 | — | —2 | —42 
Ill , 11,500 | | _ —15 | —38 
V | 6,700 17 — OS: | Be 
VI | 7,300 Ee — — 4] 
VII | 18,000 ales si 39 
Vill | 7,000 | — a — 37 


Im Mittel . . . 2 | 7: See [| eas 


| 





Tabelle XII. 
Ubersichtstabelle. 





|| Blutzuckerabnahme (—) in |) des Ainpost nach intravenOser 
Injektion von n/3 Ne.H] 


1 com 1, Scom | 17 7com rT com 
| pro ye | pro kg-Gew. | pro kg-Gew. | pro kg-Gew. | pro kg-Gew 


% |, %A 


- 
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VI 
Vil 
VIiil 


im Mittel 5 ie 


ie 


Lésung pro Kilogramm Kérpergewicht. Beim Hunde ist also eine etwa 
dreimal so groBe Dosis von Dinatriumphosphat nétig als beim Kaninchen, 
um den Blutzucker herabzusetzen. Sehr merkwiirdig und bisher ebenso 
unverstandlich ist das Verhalten des Blutzuckerniveaus bei Kaninchen 
gegeniiber gréBeren Phosphatdosen (iiber 1,7 ccm pro Kilogramm 
Kérpergewicht), die den Blutzucker erhéhen. Derartiges ist weder 
beim Menschen noch beim Hunde bisher beobachtet worden. Diese 
Ausnahmestellung des Kaninchens 1a8t sich nicht durch die Saure- 
empfindlichkeit des Kaninchens erkliren, da das schwach alkalische 
Na, H PO, ungefahr in gleicher Intensitat wirkt wie das saure Na H, PO,. 
Auch eine gréBere Salzempfindlichkeit des Kaninchens kann nicht 
die Ursache der unerwarteten Blutzuckersteigerung sein, denn die 
gleiche Menge einer normalen NaCl-Lésung hat durchaus nicht eine 
ahnliche Wirkung, wie aus den Abb. 11 bis 14 hervorgeht. 

Freilich wird eine hochkonzentrierte Phosphatlésung viel lang- 
samer als eine ebenso hochkonzentrierte Kochsalzlésung aus den Ge- 
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fiBen ins Gewebe diffundieren und kénnte vielleicht dadurch eher 

einen Saftestrom aus den Geweben in die Blutbahn hervorrufen, der 
ga Zucker aus den Zellen mitfiihrt. Diese bisher noch ganz dunkle Frage 
‘e wird durch weitere Experimente erst zu untersuchen sein. 
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Abb. 11. Wirkung einer intravenésen In- Abb. 12. Wirkung einer intravendsen_ Ins 
jektion von einer n NaClsLésung (2 ccm jektion einer 5,8 proz. NaCl+Lésung (2 ccm 
pro kg Gewicht) auf den Blutzucker eines pro kg Gewicht) auf den Blutzucker eines 
Kaninchens (Kan. Nr. II), Kaninchens (Kan. Nr. Ill). 
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Abb. 13. Wirkung einer intravenésen In- Abb. 14. Wirkung einer intravenésen In- 
jektion einer 5,8 proz. Na Cl-Lésung (2 ccm jektion einer 5,8 proz. NaCl«Lésung (2 ccm 


pro kg Gewicht) auf den Blutzucker eines pro kg Gewicht) auf den Blutzucker eines 
Hundes (Hund V). Hundes (Hund VIII). 


Zusammenfassung, 

1. Intravenés einverleibte hypertonische Mono- und Dinatrium- 
phosphatlésungen, die beim Menschen den normalen Blutzucker nicht 
zu beeinflussen vermégen, setzen beim Kaninchen und beim Hunde 
den Blutzucker herab. 

2. Beim Hunde sinkt der Blutzucker bei Steigerung der intravenés 


einverleibten Phosphatdosis dauernd ab. 
3. Beim Kaninchen nimmt der Blutzucker nur bei Injektion 


kleiner Phosphatdosen ab, Injektion gréSerer Phosphatdosen fihrt zu 
einer Hyperglykamie. 











Uber die Wirkung 
des Phosphorsiureions auf den Kohlehydratstoffwechsel. 


Ill. Mitteilung. 


Zur Wirkung intravenés injizierter Phosphatlisungen auf die Adrenalin- 
hyperglykimie bei Kaninchen und Hunden. 


Von 
H. Elias, €. Popeseu-Inotesti und €. St. Radoslav. 
(Aus der I. medizinischen Universititsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 20. Marz 1923.) 
Mit 4 Kurven im Text. 


Nachdem in der vorausgegangenen Arbeit festgestellt worden war, 
daB auch bei normalen Hunden und normalen Kaninchen im Gegensatz 
zum normalen Menschen intravenés injizierte Phosphatlésungen in 
bestimmten Dosen imstande sind, den Blutzucker herabzusetzen, 
konnte die Wirkung solcher Phosphatinjektionen auf die Adrenalin- 
hyperglykamie in der Weise untersucht werden, daB entweder die 
Wirkung der einfachen Phosphatinjektion und einer Phosphatinjektion 
nach vorausgegangener Adrenalininjektion an demselben Tiere ver- 
glichen wird oder besser in der Art, daB eine solche Phosphatdosis 
nach der Adrenalininjektion intravenés injiziert wird, die im normalen 
Tiere noch keine Wirkung auf den Blutzucker ausiibt’). 


Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden in folgender Weise durchgefiihrt. Nachdem die 
auf den normalen Blutzucker unwirksame Phosphatdosis aus den friiheren 
Versuchen bekannt war, wurde jedesmal ein einfacher Adrenalinversuch 
mit fortlaufenden Blutzuckerbestimmungen dem Phosphatversuch vor- 
ausgeschickt. Erst einige Tage spaiter wurde eine fiir das Normalkaninchen 
unwirksame Phosphatdosis 1% Stunden (NaH,PO,) bzw. 1 Stunde 
(Na,HPO,) vor der Adrenalininjektion intravenés eingespritzt, damit zur 
Zeit der Hohe der Adrenalinwirkung auch die Phosphatwirkung den Hoéhe- 
punkt erreicht und so die Adrenalinhyperglykimie auf das wirksamste 
beeinflussen kann. Dann konnte die Erhéhung der Blutzuckerkurve nach 
Adrenalininjektion mit und ohne Phosphatdarreichung miteinander ver- 
glichen werden. 


1) F. P. Underhill (J. Biol. Chem. 25, 458) hat bereits im Jahre 1916 
mit alkalischem Na, PO, am Kaninchen die Adrenalinhyperglykiamie herab- 
setzen kénnen. 
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Beim Hund, bei dem die Adrenalinwirkung erst nach 1% Stunden 
den Blutzucker auf den Hohepunkt treibt, mu8te dementsprechend die 
Phosphatinjektion 1 Stunde (Mononatriumphosphat) bzw. % Stunde 
(Dinatriumphosphat) vor der Adrenalininjektion gemacht werden. 


Versuche an Kaninchen. 


Es seien solche Versuche an zwei Kaninchen in Kurven angefiihrt 
(Kaninchen 3 und 4, Kurve 1 und 2). 


Kurve 1, Wirkung intravenés ein: 

verleibter Phosphatlésungen auf die Slut 

‘  Adrenalinhyperglykamie. Zucker) 

Kaninchen 3, 1,8 kg 0,340 
Blutzuckerkurve 

im Adrenalinversuch 


—+—— Blutzuckerkurve im 
Na H, PO Adrenalinversuch 
Blutzuckerkurve im 0260 
Na.H PO,yAdrenalinversuch 
1) Hamoglobin 
48% Rote Blutkérperchen 4,9 Mill. qnae 
1’) Hamoglobin 
49°) Rote Blutkérperchen, 4,9 





kg ale 


0300 


vem" pro 


T 
PO4-Lisg. 0 


2) Hamoglobin 

47°, Rote Blutkérperchen 4,9 Mill. 
2’) Hamoglobin 

49%, Rote Blutkérperchen 4,9, 


‘ts 
la 2H 





HA 





Sn Na 





i-th = 


3) Hamoglobin 

49%, Rote Blutkérperchen 4,9 Mill. 
3¥) Hamoglobin 

499%, Rote Blutkérperchen 4,9 , 

















Kurve 2. Wirkung intravenés eins 
verleibter Phosphatlésungen auf die 
Adrenalinhyperglykamie. 
Kaninchen 4, 1,8 kg 

Blutzuckerkurve 
im Adrenalinversuch 
—-+—= Blutzuckerkurve im 
NaH, PO,-Adrenalinversuch 
Blutzuckerkurve im 
NaH PO,g-Adrenalinversuch 
1) Hamoglobin 
53%g Rote Blutkérperchen 5,8 Mill. 
1’) Hamoglobin 
55% Rote Blutkérperchen 5,7 ,, 





+? 2 — 





-Lieg. Oem kg 
-1»_Q5-» 
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| 
HPO, 
sles 
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2) Hamoglobin 

52%) Rote Blutkérperchen 5,7 Mill. 
2’) Hamoglobin 

52%, Rote Blutkérperchen 5,7 ,, 














3) Hamoglobin 
51%) Rote Blutkérperchen 5,7 Mill. 
3) Hamoglobin 
52%, Rote Blutkérperchen 5,7 ,, 
Die Gesamtheit dieser Versuche sei in zwei Tabellen zusammengestellt. 
Aus den Kurven sowohl wie aus den Tabellen und ihren Durchschnitts- 
werten ist leicht zu entnehmen, daB durch Phosphatinjektionen in Dosen, 
die beim normalen Tier kaum mehr wirksam sind (nach n NaH,PO, und 
n/3 Na,HPO,), so ziemlich in gleicher Weise die Adrenalinhyperglykiamie 
Biochemische Zeitschrift Band 138. 2 
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Tabelle I. Wirkung einer an denselben Kaninchen auf den normalen Blut 


zucker als kaum wirksam erkannten Dosis von n NaH,PO,-Lésung aut 


die Adrenalinhyperglykimie. 





3 4 5 6 


Blutzuckerzunahme gegeniiber dem Herabsetzung der Adrenalinhyperglykamie 





g Normalwert in %) des Normalwertes | nach aes Gewicht” NaH,PO, 

§ Ges || RCO TE 

2 icht b Ad li |) der BI € 

§ ies nach Adrenalin + Phos aoe ioaes in Ip | et acherpeenely 

= allein ‘Nal “PO, pro kgs | des Normalwertes ements noch 

a i Gewicht) | | Adrenalin !) 

2 {2.25 260 229 — 81 —119 

3 1,8 280 241 — 39 — 13.9 

4 1,8 196 176 — 20 — 102 

5 Oe 8 od i eh ee — 81 
Im Mittel 230,2 204 — 26,2 —Ii1 


Tabelle II. Wirkung einer vorher an denselben Kaninchen als kaum wirksam 
erkannten Dosis von n/3 Na,H PO,-Lésung auf die Adrenalinhyperglykamie. 





2 3 4 


5 6 


| Herabsetzung der ‘Adrenalinhypergly kamie 
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Blutzuckerzunahme gegeniiber dem 





o Normalwert in °/) des Normalwertes nach meee Keech Na.HPO, 
: Esai neeaet reason 
£ nt ; nach Adrenalin : | in |, der Blutzucke 
E iss saat igs tBNaHPO mate | wie . ase on : 
Pe i lei n[3 Na. ro kg- . c 
3 é allein ewickt) & des Normalwertes Adrenalin !) 
g es 
a | 

2 (2,25 260 210 — 50 — 192 
3 |1,8 280 243 — 37 — 18.2 
4 1,8 196 167 — 29 — 147 
5 | 2,15) 185 166 —19 — 102 

Im Mittel 230, 2 | 196,5 | _ 83, 7 | — 143 


Tabelle III. Wirkung einer an den Hunden vorher als kaum wirksam 
orkennten Dosis von n NaH,PO,-Lésung auf die Adrenalinhypergly kimic. 














SE: 7. 4 5 6 
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allein to kg* | des Normalwertes sss tcabis ae 
Gewlc t) i Adrenalin ') 








| | 
kg Cae ee 
| 





5 | 67 86 ok. Ak el ee 
6 73 ee ‘ialile eageeh” Was ete ~ 
7 180 360i 116 eee ees 
ch eg a. — 15,6 

Im Mittel 9,5 | 92 8 | — 15 | — 168 


1) Erhalten durch Division des Wertes in Stab 5 durch den Wert aus 
Stab 3 um den Fehler der Schwankungen des Anfangswertes zu vermeiden. 
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um etwa 50 mg-Proz., d. i. um 10 bis 20% ihrer Hohe gedriickt wird. 
Zahlungen der roten Blutkérperchen und Hamoglobinbestimmungen, 
die vor dem Versuch und auf der Héhe der Hyperglykimie angestellt 
wurden, zeigen ziemlich konstante Werte, so daB auch hier von einem 
Abstrémen von Fliissigkeit in das Gewebe nach der Phosphatinjektion 
und von einer zur Zeit der Bestimmung dadurch nur vorgetiiuschten Hypo- 
glykamie nicht die Rede sein kann. 


Kurve 3. Wirkung intravenés ein- 
verleibter Phosphatlésungen auf die 
Adrenalinhyperglykamie. 
Hund 6, 7,3kg 

Blutzuckerkurve 
im Adrenalinversuch 
—-—<— Blutzuckerkurve im 
NaH,PO,-Adrenalinversuch 
Blutzuckerkurve im 
Nap H PO,-Adrenalinversuch 
1) Hamoglobin 
Rote Blutkérperchen 6,8 Mill. 
1’) Hamoglobin 
96%, Rote Blutkérperchen 6,9 ,, 


2) Hamoglobin 
97%, Rote Blutkérperchen 6,8 Mill. 
2’) Hamoglobin 
989/, Rote Blutkérperchen 6,8 ,, 


3) Hamoglobin 

98%, Rote Blutkérperchen 6,8 Mill. 
3’) Hamoglobin 

98%) Rote Blutkérperchen 68 ,, 


Kurve 4. Wirkung intravenés ein: 
verleibter Phosphatlésungen auf die 
Adrenalinhyperglykamie. 
Hund 8, 7 kg 

Blutzuckerkurve 
im Adrenalinversuch 
—e—= Blutzuckerkurve im 
Na H2PO,-Adrenalinversuch 
Blutzuckerkurve im 
NaH PO, Adrenalinversuch 
1) Hamoglobin 
849/, Rote Blutkérperchen 8,1 Mill. 
1’) Hamoglobin 
859), Rote Blutkérperchen 8,1 ,, 


2) Hamoglobin 


86%) Rote Blutkérperchen 8,1 Mill. 


2’) Hamoglobin 
86%) Rote Blutkérperchen 8,1 _,, 


3) Himoglobin 


87%) Rote Blutkérperchen 8,1 Mill. 


3) Hamoglobin 
88%, Rote Blutkérperchen 8,1 ,, 
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Versuche an Hunden. 


Bei Durchsicht dieser Versuche ergeben sich dieselben Resultate wie 
beim Kaninchen: Die Adrenalinhyperglykimie wird durch eine voraus- 
geschickte Phosphatinjektion, die an demselben Tier den normalen Blut- 
zucker kaum beeinfluBt hat, in wirksamster Weise herabgesetzt, ohne 
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da8 Hamoglobinbestimmungen oder Zahlungen der roten Blutkérperchen 
irgend einen Anhaltspunkt fiir Verschiebungen von Wasser in das Gewelve 
geben wiirden. 


Tabelle IV. Wirkung einer an denselben Hunden auf den normalen Blut. 
zucker als kaum wirksam erkannten Dosis von n/3 Na,H PO,-Lésung 
auf die Adrenalinhyperglykamie. 





3 4 5 6 
+: Herabsetzun ; der ‘Adrenalinbyperglykamic 
Blutzuckerzunahme gegeniiber dem > eee as Sasi 
Normalwert in % des Normalwertes nach an mae” fmanPO, 


| nach Adrenalin in 0 

| + Phosphat 1,5ccm in in "f der Blutzucker 
|n|3NagHPOyLésung ges Anfangswertes 
pro kg-Gewicht 


nach Adrenalin 
allein 


Hund Nr. 


Steigerung nach 
| Adrenalin !) 
kg | 
6,7 86 70 — 16 — 186 
7,3 64 54 —10 — 156 
18,0 136 108 — 28 — 20,6 
7,0 96 86 — 10 — 10,4 


Im Mittel 95,5 — 79,5 #6 Tt ome 





Zusammenfassung. 
Die Adrenalinhyperglykamie wird durch Phosphatinjektionen in 
wirksamer Weise herabgesetzt. (Bewiesen am Kaninchen und am 
Hunde.) 


1) Erhalten durch Division des Wertes in Stab 5 durch den Wert aus 
Stab 3 um den Fehler der Schwankungen des Anfangswertes zu vermeiden. 
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Uber die Wirkung 
des Phosphorsiureions auf den Kohlehydratstoffwechsel. 


IV. Mitteilung. 


Wirkung des Phosphorsiureions auf den Blut- und Harnzucker von 
prankreasdiabetischen Hunden. 


Von 
H. Elias, C. Popeseu-Inotesti und €. St. Radoslav. 
(Aus der I. medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 20. Marz 1923.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Zum Studium der Phosphatwirkung auf den Blutzucker und 
Harnzucker von pankreasdiabetischen Hunden muBte zuniachst eine 
Phosphatdosis ausfindig gemacht werden, die eben noch den Blut- 
zucker des normalen Tieres um einen Wert herabsetzt, der innerhalb der 
Fehlergrenze der Methodik liegt. Dann wurde an demselben Tiere 
nach zweitagigem Hunger das Pankreas komplett entfernt und 1 bis 
2 Tage spiter die Phosphatinjektion wiederholt. Die Pankreasexstir- 
pation erwies sich in allen Fillen als eine recht gelungene: der 
D: N-Koeffizient erreichte den Wert von 2,6 und dariiber. 

Die Hunde wurden wahrend der ganzen Zeit nicht gefiittert, nur 
Wasser wurde ihnen gereicht und tiglich 250 cem physiologische Koch- 
salzlésung injiziert. Ihr Harn wurde quantitativ aufgefangen und 
nach je 24 Stunden durch Katheterismus abgegrenzt. Wenn kiirzere 
Harnpausen erwiinscht waren, um die Harnausscheidung bestimmter 
Tagesstunden miteinander vergleichen zu kénnen, wurde auch zwischen- 
durch katheterisiert. 

Die Blutzuckerbestimmung wurde wie in den vorangegangenen 
Arbeiten nach Bang, die Zuckerbestimmung im Harn nach Maquenne 
durchgefiihrt. Ferner wurde im Harn noch N nach Kjeldahl und NH, 
durch Formoltitration nach Malfatti bestimmt. In mehreren Versuchen 
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wurde wieder das Himoglobin nach Sahli bzw. die Blutkérperchenzah:| ' 
festgestellt, um sich itiber das Abstrémen oder Zustrémen von Fliissig- ‘ 
keit aus der Blutbahn oder in die Blutbahn zu informieren. | 

l 





Versuche. 
I. Wirkungen von intravenésen Phosphatinjektionen auf die Zuckeraus- 
scheidung beim pankreasdiabetischen Hunde. 

Von acht angestellten Versuchen seien zwei als Beispiele im Protoko!|! 


wiedergegeben. Ein Versuch sei auch graphisch dargestellt (Tabelle I und I1, 
Abb. 1). 
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Abb. 1. Wirkung intravendser Phosphatinjektionen auf die Zuckerausscheidung eines pankreas- 50 

diabetischen Hundes (Nr. 5). Kontrolle durch NaCl-Injektion. Graphische Darstellung von Tab. II. 
Die erhaltenen Resultate werden spaiter gemeinsam mit den Ergebnissen 40 
der Blutzuckerbestimmungen besprochen. pom 
N 

II. Beeinflussung des Blutzuckers von pankreasdiabetischen Hunden durch 
Hur 
Phosphatinjektion. Wir 
A. Injektionsversuche mit NaH, PO,. a 


Der Ubersichtlichkeit halber ist immer der Vorversuch und der Versuch 
nach der Pankreasextirpation in einer graphischen Darstellung vereinigt. 
Es seien zwei Versuche als Beispiele angefiihrt (Abb. 2 und 3). 

Eine zusammenfassende Tabelle (Tabelle III) gibt die Gesamtheit der 
angestellten Versuche wieder und gestattet, aus den erhaltenen Mittelwerten 
eine Durchschnittskurve zu konstruieren, die die Blutzuckersenkung nach 
Injektion von NaH,PO, darstellt (Abb. 4). 






B. Injektionsversuche mit Na,H PO,. 
Auch hier sind die Versuche in derselben Art angefiihrt. 


Die Durchschnittskurve der Blutzuckersenkung nach Dinatrium- 
phosphatinjektion siehe oben Abb. 4. 





Ergebnisse. 

Aus den Blutzuckerkurven ist deutlich zu entnehmen, daB eine 
Dosis von NaH, PO, oder Na, H PO,, die den Blutzucker des Hundes vor 
der Pankreasexstirpation nicht beeinflu8Bt hat, ihn nach der Pankreas- 
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Abb.2. Wirkung intravenés einverleibter 
Na H.POyLésung auf den Blutzucker eines 
pankreasdiabetischen Hundes. 
Hund 5, ;5,5 kg 27. X.22. Zum Vergleich die 
Wirkung einer isosmotischen NaCl+Losung 
und einer n NaH,PO,-Lésung vor der Pans 
kreasexstirpation. Hamoglobinbestimmungen 
vor und nach dem Versuch. 
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Abb. 3. Wirkung intravenés einverleibter 
NaH2PO,sLésung auf den Blutzucker eines 

pankreasdiabetischen Hundes. 
Hund 7. 17,4kg 30. X. 22. Zum Vergleich die 
Wirkung einer n NaH,PO,-Lésung vor der 
Pankreasexstirpation. Hamoglobinbestim- 
mungen vor und nach dem Versuch. 
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Abb. 4. Wirkung intravenés einverleibter n Na HpPO,+Lésung (0,5 ccm pro kg 
Kérpergewicht) und n[3 NagHP OyLésung (1,5ccm pro kg Kérpergewicht) auf den 
Blutzucker des pankreaslosen Hundes. Durchschnittskurve nach 5 Versuchen. 
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exstirpation deutlich um 100 oder mehr Milligramm-Prozent, im Durch- 
schnitt um 36 bzw. 39°% des Anfangswertes herabsetzt. Der Blutzucker 





beginnt, wie auf den Kurven und Tabellen ersichtlich ist, bereits 1 Stunde 
nach der Phosphatinjektion zu sinken. Die Blutzuckersenkung erreicht 
den tiefsten Punkt nach 2 Stunden (n/3 Na,HPO,) baw. 214, Stunden 
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Abb.5. Wirkung intravenés_ einverleibter Abb. 6. Wirkung intravenés einverleibter 
ns NagHPO,+Lésung auf den Blutzucker n|3 Na» H P OyLésung auf den Blutzucker eines 

eines pankreasdiabetischen Hundes. pankreasdiabetischen Hundes. 
Hund 5. 6,2 kg 25. X.22. Zum Vergleich die Hund 8. 6,4 kg 7.X.22. Zum Vergleich die 
Wirkung einer n/3 NagHPO,-Lésung vo- der Wirkung einer isosmotischen Na Cl+Lésung 
Pankreasexstirpation. nach und einer n|3 Nap HP Oy-Lésung vor der 
Pankreasexstirpation. 


0,026 1,425 0.01 
204 O18 


0,075 0,004 0.225 0.013 


3,30 


saure NaH,PO, oder das schwach alkalische Na,H PO, verwendet. 
Die knapp vor dem Versuche und zur Zeit des tiefsten Punktes der 
Blutzuckersenkung vorgenommenen Himoglobinbestimmungen und 
Erythrozytenzihlungen ergeben im Bereich der Fehlergrenze gleiche 
Werte. Die Blutzuckersenkung ist also nicht auf eine Flissigkeits- 
abgabe des Gewebes in die Blutbahn zuriickzufihren. 

Um die Frage zu untersuchen, wieweit die die héhere molekulare 
Konzentration der injizierten Phosphatlésungen die Ursache der Hypo- 
glykimie darstellen konnte, wurde an zwei Tieren (Hund 5 und 8, 
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Abb. 1, 2 und 6) nach der Pankreasexstirpation zwischen zwei Phosphat- 
injektionen die gleiche Menge einer osmotisch gicichgestellten, also 
5,8proz. NaCl-Lésung intravenés injiziert. Die NaCl-Injektion konnte 
das Blutzuckerniveau nicht wesentlich beeinflussen, wahrend die 
Phosphatinjektion sowohl am vorausgegangenen wie am nachfolgenden 
Tage zur regelmaBig beobachteten Blutzuckersenkung fiihrte. Die den 
Blutzucker herabsetzende Wirkung der Phosphatlésungen kann also 
nicht durch die molekulare Konzentration der Lésung, aber auch 
nicht durch das angewendete Kation erklirt werden, denn dasselbe 
Kation in Verbindung mit einem anderen Anion (NaCl) beeinfluBt nicht 
das Blutzuckerniveau. Die blutzuckerherabsetzende Wirkung der injji- 
zierten hypertonischen Phosphatlésungen muB an die Eigenart des 
Phosphorsaéureions gebunden sein. 

Die Zuckerausscheidung sinkt an den ersten 3 Tagen deutlich, 
gewohnlich auf 14 oder 144, manchmal aber auch bis auf !/, des Wertes 
vom Vortage pro Stunde und Kilogramm Kérpergewicht. Auch die 
Zuckerausscheidung des ganzen Tages, manchmal auch des folgenden 
Tages, scheint herabgesetzt zu sein. Doch lassen sich bei der Beurteilung 
dieser Werte die Wirkung der Phosphatinjektion von der Wirkung des 
protrabierten Hungers nicht mit Sicherheit unterscheiden. Jedenfalls 
sinkt in den ersten 3 Stunden nach der Injektion der Phosphatlésung 
die Zuckerausscheidung bedeutend stirker als die N-Ausscheidung, 
die nur um weniges sinkt, gleichbleibt, ja manchmal sogar ansteigt 
(z. B. Hund 8 am 9. Oktober 1922), so daB der errechnete D : N-Koeffi- 
zient ebenfalls in den ersten Stunden deutlich abstiirzt. In den ersten 
3 Morgenstunden, die da in Betracht kommen, sinkt zwar regelmabig 
die Zuckerausscheidung, manchmal auch die N-Ausscheidung, ge- 
wohnlich also auch der D: N-Quotient auch ohne Phosphatinjektion 
etwas ab. Doch betragt diese Senkung nur einen kleinen Bruchteil 
von dem Absturz der Kurve nach Phosphatinjektion, wie sich aus 
den beigefiigten graphischen Darstellungen deutlich erkennen laBt 
(Abb. 1). 

Es ware naheliegend, nach der ziemlich unverainderten N-Aus- 
scheidung und nach dem Sinken des D: N-Quotienten zur Zeit der 
Hypoglykamie und der Herabsetzung der Zuckerausscheidung an- 
zunehmen, dafs diese beiden Erscheinungen nicht auf die verminderte 
Zuckerproduktion aus EiweiB zuriickgefiihrt werden k6énnen (die 
Glykogendepots diirften bei dem total pankreaslosen Tiere um diese 
Zeit schon erschépft sein), denn sonst miiBte eben auch die N-Aus- 
scheidung sinken. Dieser Schlu8 erscheint aber bei einer so kurzen 
dreistiindigen Versuchsperiode nicht berechtigt. Die Herabsetzung 
der N-Ausscheidung kénnte z. B. verspitet eintreten und doch in den 
gréBeren Gesamttageswerten nicht zum Ausdruck kommen. 
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Die NH,-Werte bzw. der Ammoniakfaktor zeigen, abgesehen von 
der priagonalen Steigerung, wie zu erwarten war, nach Injektion der 
sauren Mononatriumphosphatlésung eine Steigerung, nach Injektion 
der alkalischen Dinatriumphosphatlésung eine Herabsetzung. 


Zusammenfassung. 

Intravendse Phosphatinjektionen setzen in Dosen, die den Blutzucker 
des normalen Hundes nicht beeinflussen, die H yperglykimie und Glyko- 
surie des pankreaslosen Hundes herab. Diese Wirkung ist an die Eigenart 
des Phosphorsiureions gebunden. 
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Kolloidchemische Beobachtungen an Salvarsan und Neosalvarsan. 


Von 
H. Freundlich, R. Stern und H. Zocher. 


(Aus dem Kaiser Wiihelm-Institut fiir physikalische Chemie und 
Elektrochemie. ) 


(Eingegangen am 25. Marz 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Den duBeren Anlaf zu den Untersuchungen, tiber die hier kurz 
berichtet werden soll, gab eine Mitteilung von Kolle (1) in der Berliner 
medizinischen Gesellschaft am 25. Januar 1922. Herr Kolle machte 
darauf aufmerksam, da® das Risiko einer Salvarsanvergiftung erheblich 
geringer sei, wenn man das Salvarsan, statt in destilliertem Wasser, in 
einer 40proz. Glucoselésung zur Auflésung bringt!). Es ist ja nicht 
unwahrscheinlich, daB die gesteigerte Toxizitat, die bei einigen Salvarsan- 
chargen so oft in Erscheinung tritt, mindestens in einem Teil der Fille 
auf einer, wenn auch geringfiigigen Oxydation beruht. Da nun Glucose 
als ein negativer Katalysator bekannt ist, lag die Vermutung nahe, 
die Giftigkeit einzelner Salvarsanpraparate auf teilweise Oxydation 
durch einen Katalysator zu schieben, der unter Umstiinden durch 
die Glucose unwirksam gemacht werden kénnte. In dieser Vermutung 
wurden wir natiirlich dadurch bestirkt, daB bei der vollendeten Fabri- 
kationstechnik der Héchster Farbwerke ein Fehler, der durch ana- 
lytische Methoden nachweisbar wire, nicht anzunehmen war. Aus 
den Untersuchungen von T'toff (2) wissen wir aber, dafs Kupfer noch 
in den analytisch nicht mehr nachweisbaren Konzentrationen von 
10— Millimol im Liter (das sind 10~? g Kupfer im Liter) ein auBerst 
wirksamer Katalysator ist, dessen Anwesenheit unter Umstinden 
ausreichen kénnte, die Oxydation des Salvarsans wihrend der wenigen 
Minuten des Auflésens in verhingnisvoller Weise zu beschleunigen. 
Um diese Vermutung nachzupriifen, stellten wir folgende Versuche an. 

Man léste gleich groBe Mengen Salvarsan?) in 50 ccm einer ver- 
dinnten CuS0O,-Lésung bzw. zum Vergleich in 50cem H,O, lieB 


1) Diese Vermutung Kolles hat iibrigens unseres Wissens klinisch keine 
allgemeine Bestitigung gefunden. 

2) Fiir die liebenswiirdige Uberlassung gréBerer Mengen von im Tier- 
versuch erprobten Chargen von Salvarsan und Neosalvarsan sprechen wir 
den Héchster Farbwerken unseren verbindlichsten Dank aus. 
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5 Minuten lang unter Umschiitteln stehen und bestimmte nach dem 
Verfahren von Ehrlich und Bertheim (3)!) den Gehalt an 3-Amino- 
4-Oxyphenyl-l-Arsenoxyd, das sich durch Oxydation gebildet hat. 
Hierbei wird die Aminobase mit CaCO, ausgefallt und in der Lésung 
das Oxydationsprodukt mit Jodlésung titriert. Die gewihlten CuS0,- 
Lésungen hatten zunichst einen Gehalt von 1 bzw. 0,02 Millimol im 
Liter (also etwa 6.10-? bis 1.10-3g im Liter). Bei der Konzen- 
tration von 1 Millimol im Liter beobachtete man eine deutliche Be- 
schleunigung der Oxydation; man verbrauchte 5,4 ccm der Jodlésung 
gegentiber 2,9 in der reinen wiasserigen Lésung. Aber bei der 0,02 milli- 
molaren CuSO,-Lésung wurden auch nur 3,0 cem verbraucht, demnach 
eine nur unbedeutende Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit 
gegeniiber der in der kupferfreien Lésung. Ist also auch eine Be- 
schleunigung durch Kupfer vorhanden, so ist sie doch so viel geringer 
als bei den von Titoff untersuchten Fallen, daB die oben versuchte 
Erklarung nicht Stich halt. 

Wenn wir iiber diese Versuche, trotz ihres negativen Verlaufes, 
hier kurz berichtet haben, so geschah es in der Annahme, daB bei einem 
praktisch so wichtigen Problem, wie dem der Salvarsanvergiftungen, 
es wichtig ist, auch die Wege zu kennzeichnen, auf denen ein Weiter- 
kommen offenbar nicht méglich ist, obwohl von vornherein eher das 
Gegenteil anzunehmen war. Es fiel uns nun beim Auflésen der Salvarsan- 
proben auf, wie stark man dabei den Eindruck hat, daB es sich um die 
Entstehung einer kolloiden Lésung handelt. In der Tat sind neuerdings 
einige Untersuchungen (4) erschienen, die das Verhalten der Salvarsan- 
lésungen in verschiedener Richtung als kolloid kennzeichnen. So 
betreffen die Arbeiten von H. Bauer namentlich das Verhalten des 
Silbersalvarsannatriums, Neosalvarsans und einige andere Salvarsan- 
abkémmlinge bei der Diffusion in Gallerten und bei der Ultrafiltration. 
Da die im folgenden beriihrten Eigenschaften nicht besonders beriick- 
sichtigt werden, so lohnt es wohl, kurz auf sie einzugehen. 

Die mikroskopische Untersuchung des Salvarsanpulvers zeigte 
sehr kleine, vielfach schwach doppelbrechende Teilchen, iiber deren 
Form infolge der Kleinheit nichts Bestimmtes auszusagen ist. Bei der 
Auflésung in Wasser beobachtet man, wie das feine Pulver zunichst 
nur in den auBeren Teilen durchtrankt wird, wahrend die dabei im 
Innern eingeschlossen bleibende Luft zunaichst das Innere vor weiterer 
Benetzung schiitzt. Die vom Wasser durchtrinkten Anteile sehen aus 
wie eine klare, gelb gefairbte Gallerte und besitzen eine harzige Kon- 
sistenz. Der Vorgang thnelt auBerordentlich dem, den man etwa 
1) Es ist bemerkenswert, daB Ehrlich und Bertheim dort auf ein kolloides 


Verhalten bei der Auflésung der mit Alkali ausgeschiedenen Arsenobase in 
einem Uberschu8 von Alkali hinweisen. 
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beim Auflésen von gepulvertem Gummiarabikum oder auch gepulverter 
Gelatine beobachtet. Erst bei langerer Einwirkung des iiberschiissigen 
Wassers geht der durchtrinkte Teil des Salvarsans unter starker 
Schlierenbildung in Lésung, und in dem/MaBe, wie die gallertige Schicht 
von den Luftblasen verschwindet, vermégen diese sich aus der zihen 
Masse loszulésen und aufzusteigen. Dabei werden die letzten Reste 
trockenen Salvarsans, die in den Luftblasen eingeschlossen waren, in 
Freiheit gesetzt und in Lésung gebracht. 

Bringt man einen Teil der gallertigen Masse unter das Mikroskop, 
bzw. beobachtet man den Auflésungsvorgang von Anfang an unter 
demselben, so sieht man, daB die harzige Masse von dem Wasser bzw. 
der diinnfliissigen Lésung nicht durch scharfe Grenzen getrennt ist; 
man hat es also nicht etwa mit einer zweiten fliissigen Phase zu tun, 
sondern mit einem stetigen Ubergange von einer ziemlich stark licht- 
brechenden, gallertigen Masse in die leicht bewegliche, wisserige 
Flissigkeit. Setzt man die gallertige Masse mechanischen Deformationen 
aus, indem man eine Priapariernadel durchfihrt, oder ein aufgedriicktes 
Deckglas gegen den Objekttriiger verschiebt, so sieht man zwischen 
gekreuzten Nikols starke Doppelbrechung, um so stirker, je zaher 
die Gallerte ist. Sie erreicht weit héhere Betrige als beim Kanada- 
balsam unter den gleichen Bedingungen. Verschwindet sie in ver- 
diinnteren Lésungen augenblicklich mit dem Aufhéren der Bewegung, 
so halt sie in den konzentrierteren oft mehrere Sekunden an, um bei 
den konzentriertesten dauernd sichtbar zu bleiben. Der Charakter 
der Doppelbrechung ist in bezug auf die Strichrichtung der hindurch- 
gefiihrten Nadel bzw. des verschobenen Deckglases positiv, d. h. der 
mit seinem elektrischen Vektor parallel zu dieser Richtung schwingende 
Strahl wird stirker gebrochen, wie mit dem Gipsplattchen vom 
Rot erster Ordnung leicht nachzuweisen ist. — Dem Auflésungsvorgang 
genau entsprechend, verliuft das Eintrocknen. Die klare, dinnflissige 
Lésung geht beim Eintrocknen auf dem Objekttriger bei Zimmer- 
temperatur zunichst in eine ziahe Filiissigkeit iiber, in der aber 
auch durch mechanische Deformation noch keine Doppelbrechung zu 
erzeugen ist. Bei fortschreitender Entwisserung nimmt die Zahigkeit 
so zu, daB eine harzige Masse entsteht, in der nun auch Doppelbrechung 
bei mechanischer Beanspruchung zu beobachten ist. Da das Aus- 
trocknen am stirksten am Rande erfolgt, so ist dort die Zahigkeit 
am gréBten. An diesen Eintrocknungsrindern kann man aber leicht 
erkennen, da®B die Masse nicht eine rein harzige Beschaffenheit, d. h. nur 
groBe Zihigkeit, sondern auch gallertige Konsistenz, d. h. auch Form- 
elastizitat, besitzt. Nach der Deformation mit Prapariernadel nimlich 
nehmen diese Teile beim Loslassen wieder ihre urspriingliche Form 
an. Bei fortschreitender Eintrocknung wird die Masse in zunehmendem 
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Mafe triibe. Ist das Wasser vollstindig verdunstet, so erhalt man 
schlieBlich durchsichtige Hautchen bzw. bei gréBerer Dicke glasive 
Schichten, Auch die in diesen Gebilden entstehenden Trockenrissc 
zeigen eine in bezug auf die Langsrichtung positive Doppelbrechung. 
Auf die bei langerem Stehen aus den konzentriertesten, bzw. bei 
vorsichtigem Eintrocknen aus den maBiger konzentrierten Lésungen 
entstehenden_,,fliissig-kristallinen‘‘ Abscheidungen wird weiter unten 
noch eingegangen. 

Das Neosalvarsan verhalt sich qualitativ durchaus ahnlich, doch 
erfolgt der Auflésungsvorgang sehr viel rascher. Im mikroskopischen 
Bilde des trockenen Neosalvarsanpulvers sind reichlich nadelférmige 
Elemente vorhanden; doch sind diese. ebenso wie die iibrigen Teile 
stark getriibt und zeigen keine Doppelbrechung. Vermutlich handelt 
es sich hier um Pseudomorphosen. Die beim Eintrocknen von Neo.- 
salvarsanlésung entstehende zahe Gallerte zeigt schwichere akzidentelle 
Doppelbrechung als die aus Salvarsanlésung stammende. Gleichzeitig 
kristallisieren hier reguliare Dentriten aus, die offenbar aus den dem 
Neosalvarsan beigemischten anorganischen Salzen‘ bestehen (wahr- 
scheinlich NaCl). 

Aus dem eben geschilderten Verhalten des Salvarsans beim Auf- 
lésen und Eintrocknen ist man bereits zu der Annahme gezwungen. 
daB es sich hier zum mindesten nicht um rein molekular disperse 
Lésungen, sondern wenigstens zum Teil um kolloide Systeme handelt. 
Daher haben wir versucht, durch die ultramikroskopische Betrachtung 
eine nahere Kenntnis der Lésungen von Salvarsan und Neosalvarsan 
zu erlangen. Es ergab sich aber, daB es auch auf diesem Wege nicht 
méglich war, unterscheidende Merkmale fiir klinisch giftige und un- 
giftige Praparate zu gewinnen. Zu diesen Untersuchungen brachten 
wir 2- bis 3proz. Lésungen von Salvarsan und Neosalvarsan in die 
Biltzsche Kiivette des Spaltultramikroskops. Das Bild war in allen 
Fallen fast genau das gleiche, Von den unbeleuchteten Teilen des 
Gesichtsfeldes hob sich der durchstrahlte Teil als schwacher, blaulicher 
Kegel mit zahlreichen, lebhaft bewegten, hell leuchtenden Teilchen 
deutlich ab. Die Zahl der Teilchen war zweifelsohne zu gering, um die 
ganze Masse der geliésten Substanz darzustellen oder auch nur einen 
erheblichen Bruchteil davon. Immerhin waren die Teilchen auch 
wiederum zu zahlreich, als daB es sich lediglich um Verunreinigungen 
handeln kénnte. Auch die schwache diffuse Aufhellung zeigt, da} 
eine kolloide Lésung vorliegt. Daneben kann natiirlich — und es ist 
dies auch nicht unwahrscheinlich — eine erhebliche Menge von mole- 
kular geléstem Salvarsan in der Lésung vorhanden sein. Ein anderer 
Teil ist, wie aus der schwachen diffusen Aufhellung zu erkennen ist. 


in amikronischer, d. h. ultramikroskopisch nicht mehr auflésbarer 
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kolloider Form vorhanden. Die einzelnen gréBeren Partikeln mégen 
gréber disperses Salvarsan sein. 

Da so der Eindruck gewonnen war, da die Salvarsanlésungen 
zum Teil kolloid-, zum Teil molekular- bzw. iondisperse Gebilde sind, 
lag es nahe, den Anteil an Kolloidgeléstem durch Zusatz gleichioniger 
Elektrolyte, d. h. also durch Zuriickdrangen der Dissoziation, zu ver- 
groBern. Zu diesem Zwecke wurden zu Lésungen von Salvarsan, dem 
Chlorid des Dioxydiaminoarsenobenzols einerseits NaCl, andererseits 
HCl zugesetzt. Es zeigte sich nun, daB, wie erwartet worden war, 
mit steigendem Gehalt an NaCl bzw. HCl die Zahigkeit und Triibung 
der Lésung sehr erheblich gesteigert wurde. Bei immer weiterem 
Zusatz von NaCl bzw HCl ergeben sich stark milchig getriibte Flissig- 
keiten, in denen unter dem Mikroskop bald klare Trépfchen einer 
zweiten fliissigen Phase zu erkennen sind. SchlieBlich flieBen diese 
zusammen und bilden eine zusammenhingende, am Boden liegende 
flissige Schicht. — Versucht man bei Neosalvarsanlésungen (dem 
Na-Salz der Salvarsanmethansulfinsiure) durch Zusatz von NaCl die 
Dissoziation zuriickzudriingen, so erfolgt eine merkliche Veranderung 
erst bei sehr hohen Konzentrationen. Alsdann fallt ein rasch absetzender, 
weiBer Niederschlag zu Boden, der — wie die mikroskopische Be- 
trachtung ergibt — aus auBerordentlich feinen, zu Fléckchen zusammen- 
geballten Teilchen besteht. 

Die Empfindlichkeit der Salvarsanlésungen gegen Chlorionen 
kann wesentlich gesteigert werden, wenn man sie mit Gelatinesolen 
vermischt. Unsere Versuchsanordnung war folgende: Eine 3proz. 
Salvarsanlésung wurde zu gleichen Teilen mit einer 44proz. Lésung 
von reinster Lichtfiltergelatine (Héchst) vermengt; im Kontrollversuch 
wurde statt der Gelatinelésung destilliertes Wasser verwendet. Von 
diesen beiden wurden immer je 2 ccm in Reagenzgliasern pipettiert und 
mit je 2ccm Kochsalzlésung fallender Konzentration beschickt. Das 
Resultat dieses Reihenversuches zeigt die folgende Tabelle. Ablesung 
erfolgte sofort nach NaCl-Zusatz. 








Gemisch 
Gelatine-Sal- 
varsan 


des Kochsalzes | Gelatine | Salvarsan 


Endkonzentration | | 
| 
in mmol pro Liter | 


if 
2000 H klar schwach triib koaguliert 
1000 i klar 
500 i At ‘~ 
250 . schwach trib 
125 ] a klar 


Da das Salvarsan sauer reagiert, kénnte man daran denken, daB 
hier auch eine Annaherung an den isoelektrischen Punkt der Gelatine, 
letztere gegen Elektrolyte empfindlicher mache. DaB dies nicht der 
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Fall ist, geht jedoch aus einer Versuchsreihe hervor, bei der eine saure 
Salvarsan-Gelatinelésung mit einer nach der fiir Injektionen gegebenen 
Vorschrift alkalisierten von gleicher Konzentration verglichen wurde. 
Lag der Triibungswert im ersteren Falle bei 400 bis 450 Millimol pro 
Liter, so lag er im letzteren bei 200 bis 300 Millimol im Liter. 

Diese Versuche beweisen erstens, daB eine makroskopisch sichtbare 
Vergréberung der Salvarsanlésung erst bei Anwendung einer Na(C!- 
Konzentration auftritt, die tiber zehnmal so groB ist als die im Blut- 
serum, und zweitens, daB durch Gelatine eine ausgesprochene Sensi- 
bilisierung des Salvarsans fiir Elektrolytkoagulation bewirkt wird. 
Wir glauben, diese letztere Tatsache scharf betonen zu miissen, weil 
in der Literatur (5) gelegentlich empfohlen wird, Gelatine als ,,Schutz- 
kolloid’ den Salvarsanlésungen vor der Injektion beizufiigen. Nach 
den eben geschilderten Versuchen scheint das theoretisch durchaus 
nicht unbedenklich zu sein. Es mii®te zum mindesten der experimentelle 
Nachweis geliefert werden, ob und in welchen Konzentrationen iiber- 
haupt eine Schutzwirkung der Gelatine auf Salvarsan méglich ist. 
Es darf aber nicht auBer acht gelassen werden, daB die so oft generell 
als Schutzkolloide bezeichneten hydrophilen Sole, wie Gelatine, z. B. sehr 
haufig eine sensibilisierende, also entgegengesetzte Wirkung ausiiben. 

Wir haben versucht, auch diesen Sensibilisierungseffekt. zu einer 
Kennzeichnung der im Tierversuch toxischen Salvarsanchargen zu 
benutzen. Es ergab sich jedoch auch hier kein konstanter Unterschied 
zwischen diesen und normalen Praparaten. Dagegen ist das beobachtete 
Sensibilisierungsphinomen an und fiir sich ein neuer Beweis dafiir, 
wie sehr selbst noch recht verdiinnte Salvarsanlésungen Solcharakter 
zeigen. 

Eine andere Méglichkeit, Lésungen von Salvarsan mit vorwiegend 
kolloiddispersem Anteil zu erhalten, besteht in der Anwendung sehr 
hoher Konzentrationen. Tragt man.z. B. 1 g Salvarsan in méglichst 
kleinen Portionen in 2 ccm Wasser ein und sorgt durch standiges Um- 
rihren dafir, daB sich keine gréBeren zusammenhiingenden Komplexe 
bilden, so erhalt man das Salvarsan auch in Form so ziher gallertiger 
Masse, wie wir sie oben als Durchgangsstadium bei der Auflésung und 
Kintrocknung beschrieben haben. Bei dieser Untersuchungsmethode 
zeigte es sich nun, da verschiedene Fabrikationsnummern von Salvarsan 
sehr groBe Unterschiede aufwiesen. So erhilt man mit manchen sehr 
zahe, sirupartige Massen, aus denen sich mit Leichtigkeit Faden von 
4 m Lange und mehr ziehen lassen. Andere lieBen sich mit so geringen 
Wassermengen iiberhaupt nur schwer zu einer homogenen Masse ver- 
mischen. Sie erstarrten, wenn sie durch méglichst rasches Vermischen 
hergestellt waren, schon nach wenigen Minuten zu steifen Gallerten, 
die bei der Deformation leicht in kleine Stiickchen zerbrochen werden 
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konnten. Sie waren dabei klarer als die ebenso hergestellten Massen 
von Sirupkonsistenz, die wir aus anderen Chargen erhalten haiten. 
Das zuletzt beschriebene Verhalten zeigte sich besonders ausgesprochen 
bei einer im Tierversuch als zu giftig erkannten Charge. Doch zeigte 
sich keine durchgdngige Ubereinstimmung zwischen der Giftigkeit und 
den kolloiden Eigenschaften ; immerhin ist es auffallend, daB die Unter- 
schiede in der Gallertbildung zwischen den einzelnen Chargen so groB sind. 

Auch der oben beim Eintrocknen bereits erwahnte triibe Zustand 
laBt sich an frisch hergestellten Praparaten gut beobachten. Trat er 
an den zihfliissigen Massen anscheinend auch ohne Eintrocknung nach 
Verlauf von einigen Stunden durch die ganze Masse hindurch auf, 
so war er an den gallertigen nur an den dem Verdunsten ausgesetzten 
Oberflaichen zu beobachten. Bringt man etwas von der triib gewordenen, 
zihen Substanz in die Quarzkammer des Kardioidultramikroskops, 
so beobachtet man auBer einigen gréberen Partikeln ein System blaB- 
blaulicher Streifen, das das ganze Gesichtsfeld ausfillt. Bei Anwendung 
der von Szegvdri (6) beschriebenen Azimutblende erscheinen diese 
Streifensysteme, wenn die Fortpflanzungsrichtung des Lichtes senk- 
recht zu ihnen steht; sie verschwinden, wenn beide Richtungen iiberein- 
stimmen. 

Wird die Lichtintensitét nicht durch Anwendung der Azimut- 
blende stark vermindert, so blassen die Streifensysteme im Verlaufe 
weniger Sekunden vollkommen aus. Da in den Strahlengang bereits 
eine 9cm dicke Wasserschicht eingeschaltet war, schien es unwahr- 
scheinlich, daB es sich um eine Wairmewirkung handeln kénnte. Die 
Entfernung dieser Wasserschicht konnte infolge der Geschwindigkeit 
dieses Vorganges zur Klarung dieser Frage nicht versucht werden. 
Hingegen war es nach Lichtfilterversuchen nicht ausgeschlossen, 
da8 es sich um eine photochemische Wirkung handelte. Bei Vor- 
schaltung eines Rotfilters, das noch genug Licht hindurchlaBt, um die 
zu beobachtenden Gebilde erkennen zu lassen, kann man 5 Minuten 
und mehr belichten, ohne daB eine Veriinderung festzustellen wire. 
Bei Anwendung eines Blaufilters, durch das zu wenig Licht hindurch- 
tritt, als da8 man wihrend der Bestrahlung beobachten kénnte, war 
bereits nach 10 Sekunden eine merkliche Anderung eingetreten, nach 
einer halben Minute waren die Streifensysteme vdéllig verschwunden. 

Um zu priifen, ob diese starke Wirkung des blauen Lichtes viel- 
leicht auf der kriftigeren Absorption durch das gelbgefarbte Salvarsan 
beruhe, wurde ein Priparat mit Malachitgriin angefarbt, und nun konnte 
auch eine sehr deutliche Empfindlichkeit gegen rotes Licht festgestellt 
werden. Es ist schwer zu entscheiden, ob es sich hierbei um eine 
optische Sensibilisierung oder doch um eine Warmewirkung handelt. 
Direktes Erwiirmen bringt die gleiche Wirkung hervor. 

+ eg 
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Nach langerem Stehen im Dunklen sind die blau reflektierend«); 
Teile, die offenbar die Ursache der Triibung darstellen, wieder entstande: 
haben aber nunmehr nicht Streifenform, sondern sind als matt leuchtend: 
Ringe zu erkennen. Sie sehen aus wie die Grenzlinien feiner Trépfchen, 
sind jedoch sehr wenig lichtbrechend. Die Lichtempfindlichkeit is: 
die gleiche wie die der vorerwahnten Streifen. Belichtet man zuniichst 
nur schwach (10 Sekunden mit Blaufilter), so werden die von den Ringe 
umschlossenen Gebilde als blaBblaiuliche Flecke besser als vorher 
sichtbar, wihrend die Ringe selbst bereits verschwinden. Bei langerer 
Belichtung verschwinden auch die bliulichen Flecke. — Verglichen 
mit dem eben beschriebenen Verhalten der ziahfliissigen Massen zeigen 
die triibe gewordenen Anteile der Gallerten, die wir aus anderen Chargen 
erhalten hatten, ein ahnliches Verhalten, doch ist die Ausdehnung der 
blaulichen Gebilde geringer, und auch die Lichtempfindlichkeit scheint 
nicht so groB zu sein. 

Die Erklarung dieser merkwiirdigen Beobachtung ergab sich durch 
die Untersuchung weniger stark konzentrierter Lésungen (1 g Salvarsan 
in 4ccm Wasser) im Polarisationsmikroskop bei vorsichtigem Ein- 
trocknen zwischen Objekttrager und Deckglas. Bei starker VergréBerung 
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Abb. 1. P = Polarisator, A = Analysatorschwingungsrichtung. 


zeigte sich namlich, daB die Triibung, die hierbei entsteht, aus sehr 
feinen Trépfchen einer ,,kristallinischen Filiissigkeit‘‘ besteht. Diese 
zeigen, soweit sie frei schweben und nicht an einer der beiden Glas- 
flachen entstanden sind, zwischen gekreuzten Nikols ein dunkles Kreuz 
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auf hellem Grunde. Die Radien der kugeligen Trépfchen verhalten 
sich wie optisch negative Kristalle. Bei langerem Stehen werden die 
Trépfchen immer gréBer, so daB man gut erkennen kann, daB sie 
wesentlich schwiacher gefairbt sind als die umgebende isotrope Lésung. 
Durch mechanische Beanspruchung lassen sich die Trépfchen leicht 
deformieren und ziehen sich dann wieder zu Kugeln zusammen, was 
infolge der Zahigkeit beider fliissiger Phasen nur sehr langsam erfolgt. 
Wahrend in den kleineren Tropfen die Struktur sehr regelmaBig ist, 
treten in den gréBeren immer stairkere Stérungen auf, so daB von dem 
dunklen Kreuz schlieBlich nichts mehr zu erkennen ist. Die am Glase 
anliegenden Tropfen zeigen meist eine ziemlich einheitliche Ausléschung, 
die oft in gréBeren Gruppen von Tropfen die gleiche Richtung hat. 
Dies rihrt offenbar von voraufgehenden Einwirkungen auf die Glas- 
fliche her (Abreiben). Bei starkem Belichten zerfillt jeder dieser 
Tropfen in eine groBe Anzahl winziger Trépfchen mit parallelen Aus- 
léschungsrichtungen. Die ungefahre Parallelorientierung in den Tropfen- 
gruppen stellt sich auch nach dem voélligen Verschwinden in der gleichen 
Richtung wieder ein. Die beigefiigte Mikrophotographie (Abb. 1) zeigt 
ein Priparat bei 500- bis 600facher VergréBerung zwischen gekreuzten 
Nikols. Dieses Priparat war durch wiederholtes vorsichtiges Ein- 
trocknen und Wiederanfeuchten in mit Wasserdampf gesiattigter Atmo- 
sphire hergestellt worden. 

Je weiter die Eindunstung fortschreitet, desto mehr verschwindet 
die isotrope Phase, von der schlieBlich nur noch intensiv gelb gefarbte 
Trépfchen zuriickbleiben, wahrend die Umgebung starke, unregel- 
maBig angeordnete Doppelbrechung zeigt. SchlieBlich wird die ganze 
Masse immer harter, bis das feste Salvarsan zuriickbleibt. In der 
, flissig-kristallinischen‘‘ Phase haben wir also eine konzentrierte 
Salvarsanlésung vor uns, ein Fall, wie er bereits durch Sandqvist bei 
der 10-Bromphenanthren-3- oder 6-Sulfosiure (7) bekannt geworden 
ist, aus deren wasserigen Lésungen sich auf Zusatz von Saiuren ebenfalls 
Tropfen einer konzentrierteren doppelbrechenden Lésung abscheiden. 
DaB es sich nicht um Oxydationsprodukte des Salvarsans handeln 
kann, geht daraus hervor, daB der Vorgang genau der gleiche ist, wenn 
man in einer Wasserstoffatmosphare iiber Chlorcalcium eintrocknen 
laBt. Stehenlassen des Praiparates in mit Wasserdampf gesittigter 
Luft bewirkt das Wiederentstehen der isotropen Phase in Form von 
Trépfchen in der anisotropen. Die mechanische Deformation der 
anisotropen Phase bedingt eine Parallclstellung ihrer einen Ausléschungs- 
richtung mit der Zugrichtung, und zwar schwingt der stirker gebrochene 
Strahl mit seinem elektrischen Vektor parallel zu dieser. Diese Tat- 
sache steht in Ubereinstimmung mit der Auffassung, daB die zihen 
Massen Emulsionskolloide mit der ,,kristallinischen Fliissigkeit‘‘ als 
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disperser Phase darstellen. Es sind zwar auch zahlreiche Fille von 
doppelbrechenden Flissigkeiten bekannt, die nicht zu den_,,kristal- 
linischen Fliissigkeiten‘* Lehmanns, sondern zu den kolloiden Lésungen 
zihlen (8) und die ihre Anisotropie der der dispersen festen, meist 
wohl kristallisierten Phase verdanken. Man kénnte also auch daran 
denken, daB die zweite fliissige Phase ein Sol mit anisotroper, fester, 
disperser Phase darstellt. Doch ist eine solche spontane Orientierung, 
wie sie dann in den kleinen Tropfen mit dem dunklen Kreuz zwischen 
gekreuzten Nikols anzunehmen ist, nicht recht verstindlich. Aus 
dem Deformationsversuch miiB®te man schlieBen, daB jene Kolloid- 
stibchen in diesen Trépfchen tangential angeordnet seien. 

Auch die Ausfallungen, die mit Alkalilaugen aus Salvarsanlésungen 
entstehen, sind unter Umstanden in Form groBer Tropfen mit ziemlich 
schwacher Doppelbrechung des gleichen Vorzeichens wie die oben 
beschriebenen zu erhalten. 

Die Ahnlichkeit der Formel des Salvarsans mit denen der ins- 
besondere von Vorldnder untersuchten Substanzen, nimlich ihre lang 
gestreckte Form, wiirde eine systematische Untersuchung der Arseno- 
verbindungen und dhnlicher Stoffe auf das Vorkommen anisotroper 
Flissigkeiten als sehr aussichtsreich erscheinen lassen. 

Nach allen unseren Beobachtungen méchten wir-die Lésungen 
des Salvarsans und Neosalvarsans zu den Halbkolloiden ziahlen, ins- 
besondere zu den Kolloidelektrolyten, von denen namentlich dic 
Lésungen der Seifen, der Cetylsulfonsiure und der harnsauren Salze 
genauer bekannt sind; zum Unterschied von diesen ist beim Salvarsan 
ein kolloides Kation vorhanden, kein kolloides Anion, wie beim Neo- 
salvarsan und bei den anderen eben genannten Stoffen. Mc Bain (‘) 
hat bei den Seifenlésungen durch Untersuchung der Leitfihigkeit und 
des Dampfdruckes mit einem Taupunktsverfahren festgestellt, wie gro} 
der Bruchteil an kolloid- und echtgeléstem Stoff ist; auf dem gleichen 
Wege wiirde man wahrscheinlich bei den Salvarsan- und Neosalvarsan- 
lésungen Erfolg haben. Ist es nun auch fraglich, ob das toxische Ver- 
halten einzelner Chargen dadurch erklirt wird, so wire eine solche 
Untersuchung bei der Wichtigkeit dieser Stoffe sicher nicht ohne Wert. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, da Salvarsan und Neo- 
salvarsan in ihren Liésungen 1. als Semikolloide auftreten, d. h. es sind 
in ihnen sowohl molekular- wie kolloiddisperse Anteile vorhanden: 
sie sind 2. wie die Seifen Kolloidelektrolyte, d. h. ihre Lésungen ent- 
halten gewohnliche Ionen wie Kolloidionen. 3. Aus konzentrierten 
Salvarsanlésungen scheiden sich doppelbrechende Trépfchen ab; man 
hat es wohl wie bei der 10-Bromphenanthren-3- oder 6-Sulfosiure mit 
einer anisotropen Flissigkeit zu tun, die aus einer konzentrierten 
Lésung besteht. 
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In Anschlu8 an Untersuchungen (1) iiber die Bedeutung der 
Lymphozyten fiir die Wassermannreaktion in Lumbalfliissigkeiten 
lag es nahe, festzustellen, ob sich die Cerebrospinalflissigkeiten, die 
durch Filtrieren ihres Zellgehaltes beraubt worden sind, sich ebenso 
in bezug auf ihre Reaktionsfihigkeit verhielten wie bei der Zentrifugier- 
technik von v. Wassermann und. Lange (2). 

Orientierende Versuche ergaben, da durch gehirtete Filter 
(Schleicher und Schill Nr. 575), wie mikroskopisch festgestellt wurde, 
die Lymphozyten hindurchgehen bei unverinderter Reaktionsfihigkeit 
der betreffenden Lumbalfliissigkeiten, waihrend durch Berkefeldfilter 
zwar die Lymphozyten zuriickgehalten werden, aber die luetischen 
Reagine unter Umstinden passieren kénnen. Es erschien uns demnach 
erwiinscht, festzustellen, bei welcher Feinheit des Filters die luetischen 
Reagine immer zuriickgehalten werden. 

Fiir unsere Filtrationsversuche, fiir die wir teilweise die von Wassermann 
und Lange angegebene Versuchstechnik beibehielten, verwerteten wir nur 
die zellfreie Portion der Lumbalfliissigkeiten. Die sehr zellreichen Lumbal- 
fliissigkeiten wurden méglichst bald nach der Entnahme eine Viertelstunde bei 
2000 bis 3000 Umdrehungen zentrifugiert und die oben stehende klare 
Flissigkeit bis auf einen Rest, der die ausgeschleuderten Zellen enthielt 
und mit dem Fibrin einen verfilzten Bodensatz bildete, vorsichtig ab- 
pipettiert oder abgegossen. Dann wurde dieselbe halbiert: der eine Teil (a) 
wurde durch das betreffende Filter geschickt und dann iiber Nacht gemeinsam 
mit dem unfiltrierten Teil (b) im Eisschrank aufbewahrt. Bei dem am 
nichsten Tage angestellten Parallelversuch mit a) und b) nach Wassermann 
wurde mit abgestuften Lumbalfliissigkeitsmengen (Auswertungsmethode 
nach Hauptmann) gearbeitet. Zwecks Durchfiihrung gréBerer Ver- 
suchsreihen muBten wir uns bei der immerhin beschriankten Menge der zu 
erhaltenden Lumbalfliissigkeiten fiir eine der Mikromethoden entscheiden. 
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Wir wahlten die Sormanische Versuchstechnik (3). Fiir die im Mikroversuch 
verwendeten Ambozeptormengen wae der Vorversuch des gleichzeitig 
unter den gleichen Bedingungen angesetzten. taglichen Wassermannversuch 
in den iiblichen !/,-Dosen maBgebend. In allen Fallen, in denen die Lumbal- 
fliissigkeit. ausreichte, wurden die Filtrationen auch in den gewohnten 
Mengen (0,25 ccm) angesetzt. Als Extrakte wurde ein Menschenherz- und 
ein Meerschweinchenherzextrakt verwendet, durchweg in konstanten 
Mengen. Als Filter benutzten wir zuerst ein Doultonfilter, das leider nur 
noch in einem Exemplar erhiltlich war, und dann eine Reihe von Silber- 
schmidtkerzen. Zwecks Feststellung der Brauchbarkeit der Filter wurde 
nach jeder Filtration der betreffenden Lumbalfliissigkeit eine Koliauf- 
schwemmung durch das Filter geschickt und von dem Filtrat eine Kultur 
angelegt. 

Von unseren Versuchsprotokollen, die nur in bezug auf die Starke 
des Ausfalls der Reaktion bei den uns verfiigbaren Lumbalfliissigkeiten 
differieren, sei das untenstehende wiedergegeben. 

Bezeichnung der Hamolysegrade: + = positiv (keine Hiamolyse); 


gK = groBe Kuppe; K = Kuppe; ic inkomplett; c = komplett 
= negativ (voéllige Hamolyse). 


I. Versuchsprotokoll vom 15. Oktober 1921 von der zellfreien Portion der 
aktiven Lumbalfliissigkeit D. 





é) Filtriert (Doulton F) __ | 


Verwendete Mengen der verwendeten b) Unfiltriert 
Lumbalflissigkeit | 


0,4—c 
0,1 = ic 
= 0,1 = gK 
0,2—=—c 02—c 
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Aus diesem Protokoll geht hervor, da& die Lumbalfliissigkeit 
durch die Filtration ihre positive Reaktion eingebiBt hat. Wir haben 
im ganzen 24 Filtrationen mit 13 verschiedenen Lumbalfliissigkeiten 
untersucht. Wie die untenstehende Zusammenstellung zeigt, wurde 
zweima! mit Doulton- und 22mal mit Silberschmidtfiltern gearbeitet. 
Zehn Lumbalfliissigkeiten wurden aktiv und inaktiv, vier Lumbal- 
fliissigkeiten nur aktiv gepriift. (Die Inaktivierung wurde nach dem 
Zentrifugieren, vor der Filtration vorgenommen.) Bei zehn Versuchen 
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ist zum Vergleich der filtrierten und unfiltrierten Portionen neben cer 
Wassermannschen Reaktion auch die Sachs-Georgi-Reaktion heran- 
gezogen worden (bei fiinf aktiven und fiinf inaktiven Lumbalfliissig. 
keiten). 


Zusammenstellung der Versuche mit filtrierten und unfiltrierten Lumbal- 
fliissigkeiten. 





Verwendung! Anzahl der Lumbale || =| | Untersucht nach 
vo flissigkeiten 


Wessermaanreaktion | Sachs-Georgireaktion 


Vor | Nach - 
Unfiltr. | Filtr. 


Filtration Filtration 


Unfiltr. | Filtr. 


|| pos. | neg. | pos. | neg. 


Anzahl 
der Filtration 


Doulton: | 
filtern 

schmidt- 
filtern 


pos. | neg. | pos. | neg.| pos. | neg. | pos. | neg 


13 Le l | 1a | 26/14 

Aus der Zusammenfassung ersehen wir, daB von 13 untersuchten 
positiven Lumbalfliissigkeiten durch die Filtration 12 Lumbalfliissig- 
keiten aktiv und inaktiv negativ geworden sind, wihrend die 13. Lumbal. 
fliissigkeit sich zwar aktiv auch nach der Filtration negativ verhielt, 
jedoch inaktiv sowohl bei Priifung mit der Wassermannreaktion wie 
mit der Sachs-Georgireaktion nur etwa um die Halfte ihrer Reaktions- 
fahigkeit — gegeniiber der unfiltrierten Portion — abgeschwicht war. 
Wir waren in der gliicklichen Lage, diesen Ausnahmefall, eine progressive 
Paralyse, 2 Monate spiter ein zweites Mal, untersuchen zu kénnen!). 
Der Titer der Lumbalfliissigkeit war noch derselbe wie bei der ersten 
Untersuchung: vollstindige Hemmung der Himolyse bei 0,2, d. h. 
1/; Verdiinnung der Lumbalflissigkeit. Bei dieser zweiten Unter- 
suchung fiel die Wassermannreaktion sowohl bei der inaktiven wie 
bei der aktiven Portion im Filtrat vdllig negativ aus (die Sachs-Georgi- 
reaktion ist leider versehentlich nicht angesetzt worden), so daf sich 
jetzt auch dieser Fall in den Rahmen unserer sonstigen Versuchsresultate 
einfiigte. (Ob das Fehlresultat bei der ersten Untersuchung im Zu- 
sammenhange mit einem technischen Fehler beim Filtrieren stand, 
vermégen wir nicht zu sagen: nachweisbar war er jedenfalls nicht.) 

Nach unseren, theoretisch nicht ohne weiteres verstandlichen 
Befunden an Lumbalfliissigkeiten erschien es uns interessant, zu unter- 
suchen, wie sich luetische Sera bei der Filtration durch Doulton- und 
Silberschmidtkerzen verhielten. Wir verwendeten fiir die Sera dieselbe 
Untersuchungstechnik wie fiir die Lumbalfliissigkeiten. Bei der Fil- 
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1) Es sei uns gestattet, an dieser Stelle nochmals der Breslauer 
Universitatsklinik fiir Nervenkrankheiten (Geh. Rat Wollenberg), Herrn 
Professor Otfried Foerster und Herrn Oberarzt Dr. Chotzen fiir die liebens- 
wiirdige Unterstiitzung unserer Arbeit durch Uberlassung von geeigneten 
Lumbalfliissigkeiten unseren besten Dank zu sagen. 
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tration der Sera beobachteten wir, da dieselbe eine viel langere Zeit 
in Anspruch nahm als die der Lumbalfliissigkeiten. 

Die Resultate der Filtrationen von luetischen Seren waren iiber- 
raschend, da die Luesreagine, fast quantitativ, die Filter passierten. 


II. Versuchsprotokoll, Filtration (aktiv und inaktiv) des luetischen Serums 
Nr. 7796. Verwendung des Serums 1:5. 








Nr. 143 Aktiv Nr. 158 Inaktiv 
Extraktverdinnung || filtriert | unfiltriert Extraktverdiinnung filtriert | unfiltriert 





+ 
+ 





Pose 
Sachs-Georgireakt. +-++++| +++ 
Wir haben 19 Filtrationen von luetischen Seren gemacht, die Resultate, 
die unten zusammengestellt sind, waren stets die gleichen. 





Zusammenstellung der Filtrationsversuche mit aktiven und inaktiven luetischen 
Seren: 


. 





Untersuchungen mit 
Wassermannreaktion | Sachs-Georgireaktion 





| aktiv| 1 | fan 
| aktiv|) Unfiltr, | Filtr, || Unfiltr. | —_Filtr. 


Anzahl | 
|der Filtrationen 


SAT & oe | a } | 
|| pos. | neg. | pos. neg. || pos. | neg. | pos. | neg. 


— re T Fire SiR ett Rie te as } 
5 | MM] 19 | — | 10) —| te} aS} 
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Das vorstehende Protokoll zeigt, daB alle untersuchten Seren 
nach der Filtration sowohl nach der Untersuchung mit der Wassermann- 
reaktion wie der Sachs-Georgireaktion positiv geblieben sind. Bei der 
Sachs-Georgireaktion ist ein Serum (ein Gemisch von zwei zusammen- 
gegossenen positiven Seren) aktiv negativ geworden, wahrend es in- 
aktiv positiv geblieben ist. Diese Ausnahme ist aber nicht sehr zu 
bewerten, da es ja den Vorschriften der Sachs-Georgireaktion nicht 
entspricht, Sera aktiv zu untersuchen. 

AnschlieBend an die Filtrationen mit Lumbalfliissigkeiten und 
Seren haben wir auch noch die iibrigen, bei der Wassermannreaktion 
benétigten Reagenzien mit Filtration durch Doulton- und Silber- 
schmidtkerzen gepriift. Wir haben dabei festgestellt, daB sowohl das 
Meerschweinchenserum (Komplement) wie das Kaninchenserum (hamo- 
lytischer Hammelblutambozeptor) quantitativ von den Filtern hindurch- 
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i 
gelassen wird, wahrend die in der Breslauer serodiagnostischen A). 


teilung fiir die Wassermannreaktion verwendeten Menschenherz- 
extrakte ihre Reaktionsfihigkeit vollstindig durch die Filtration 
einbiiBen. 

Betrachtet man die oben mitgeteilten Versuchsergebnisse vom 
theoretischen Standpunkt aus, so bedarf es zunichst einer Erklirung, 
warum die positiven Blutsera bei der Filtration durch Silberschmidt- 
kerzen nicht ebenso negativ werden wie die Lumbalfliissigkeit. Diese 
Erklirung ist zweifellos in dem ungleich héheren Gehalte des Serums 
an Albumin zu suchen, das hier wie auch sonst oft als Schutzkolloid 
zu wirken scheint. Fir diese Annahme spricht auch noch besonders 
der Umstand, da man die isolierten und peptisierten Euglobuline aus 
luetischen Seren, die, wie der eine von uns kiirzlich bewiesen hat (4), 
sich bei den serologischen Reaktionen streng spezifisch verhalten, 
durch ein solches Ultrafilter ihrer Reagine meistens berauben kann. 

Um die Wirkungsart der Silberschmidtkerze bei den obigen Ver- 
suchen niaher kennenzulernen, war es zunichst wiinschenswert, zu 
wissen, ob der Effekt der Ultrafiltration wesentlich auf einer Wirkung 
der PorengréBe, d. h. einer Filtration im engeren Sinne des Wortes oder 
auf Adsorptionsvorgingen beruht. Wir versuchten deshalb zunichst, 
den ProzeB der Ultrafiltration durch Schiitteln mit einem Adsorbens 
zu ersetzen, wobei wir zunichst das gleiche chemische Material ver- 
wendeten. 

Wir verrieben also ein Stiick einer bei der Filtration als brauchbar 
erprobten Kerze in einem Achatmorser zu einem sehr feinen Pulver, von dem 
wir abgestufte Mengen zu je 5ccm eines Gemisches luetischer Liquoren 
hinzufiigten. Die Réhrchen blieben so 1 Stunde stehen, wahrend derer 
sie dreimal kraftig durchgeschiittelt wurden. Nach Ablauf dieser Stunde 
wurden sie durch gehiartete Filter von Schleicher und Schiill filtriert, was 
meistens dreimal wiederholt werden muBte, um alles Kerzenmaterial wieder 
herauszubekommen. Da8 durch diese Filter keine Reagine zuriickgehalten 
werden (was ja den Versuch unbrauchbar machen wiirde), haben wir bereits 
eingangs erwihnt. Der Inhalt dieser Réhrchen wurde dann der Wassermann- 
reaktion unterworfen, wobei als Kontrolle einerseits das unverandert ge- 
lassene Liquorgemisch, andererseits das Ultrafiltrat desselben diente, das 
in der oben beschriebenen Weise durch eine unversehrte Kerze erhalten 
war. Von den Versuchsprotokollen geben wir folgendes wieder: 


Ill. Versuchsprotokoll vom 15. Februar 1922. 


Wassermannreaktion 


Liquorkontrolle unverindert 
Ultrafiltrat derselben 

5cem Liquor + 100mg Kerzenpulver 
5 99 ” + 50 ” ° 

5 ” ” + 25 ” ” 

5 5, » + 12,5mg 
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Aus diesem Protokoll geht hervor, daB es unter Umstianden gelingt, 
lediglich durch Adsorption denselben Effekt wie mit der Ultrafiltration 
zu erreichen. Wir méchten aber ausdriicklich bemerken, daB das 
durchaus' nicht immer der Fall ist. In manchen Fallen gelingt es auch 
bei Anwendung breiter Variationen der als Adsorbens verwendeten 
Pulvermenge nicht, die positive Reaktion des Liquors in eine einwandfrei 
negative zu verwandeln ; allerdings war bei den so behandelten Portionen 
stets eine Abschwachung der positiven Reaktion gegeniiber der Liquor- 
kontrolle vorhanden. Immerhin méchten wir es unter diesen Umstiinden 
fir unwahrscheinlich halten, daB die Wirkung der Silberschmidtkerze 
lediglich in einer selektiven Adsorption beruht, wenngleich eine solche 
sicherlich auch dabei mitspielt. Andererseits beruht die Wirkung des 
Ultrafilters sicher nicht allein auf dem Zuriickhalten der grébsten, 
die Porendimensionen iibersteigenden Partikelchen. Denn es gelang 
uns auch durch schirfstes Zentrifugieren nicht, die Wassermannreaktion 
positiver Liquoren im Zentrifugat auch nur abzuschwichen. Wir 
bedienten uns bei diesen Versuchen auch der Zentrifuge des Kaiser 
Wilhelm-Instituts fiir Chemie"), die eine Tourenzahl von etwa 5000 
erreicht. Zur Verwendung kamen nicht ausgesucht zellreiche Liquoren ; 
wenn aber die Reagine an den grébsten dispersen Teilchen hafteten 
und nur deshalb von der Silberschmidtkerze zuriickgehalten wiirden, 
so ware nicht einzusehen, warum sie nicht auch durch scharfstes Zentri- 
fugieren — unabhingig vom Lymphozytengehalt des Liquors — aus- 
geschleudert werden kénnten. Wir erhielten ja auch bei 1\4stiindigem 
Zentrifugieren (etwa 5000 Touren) aus den unverdiinnten Lumbal- 
fliissigkeiten fast stets ein mehr oder weniger erhebliches Sediment. 
Aber das Zentrifugat reagierte nach Wassermann niemals auch nur 
im mindesten schwicher als die nicht zentrifugierte Kontrolle. 

Wir haben ganz analoge Versuche wie die mit Kerzenpulver mit 
anderen definierten Adsorbentien gemacht, und zwar wahlten wir 
als ein typisch positives Adsorbens reinste Fasertonerdé von Merck, 
als ein negatives Kahlbawmsches Kaolin. Uber die Ergebnisse méchten 
wir nur kurz berichten, daB die Fasertonerde sich ungefaihr ebenso 
verhielt wie das aus Silberschmidtkerzen gewonnene Pulver, wahrend 
wir durch Kaolin keine Abschwiachung der positiven Reaktion im 
Liquor erzielen konnten. 

Es lag nun nahe, die Ultrafiltrationsmethode zu benutzen, um 
die Frage zu kliren, ob und in welcher EiweiBfraktion des Liquors 
die Reagine zu suchen sind, die durch die Silberschmidtkerzen zuriick- 
gehalten werden. Da es nun unméglich ist, aus den Poren der Kerze 


1) Fir die Erlaubnis, sie zu benutzen, sprechen wir Herrn Professor 
Stock auch an dieser Stelle ergebensten Dank aus. 
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die zuriickgehaltenen Kolloidteilchen zu gewinnen, konnte die Unter. 
suchung sich nur darauf erstrecken, was in dem negativen Ultrafiltrat 
gegentiber dem nicht filtrierten positiven Liquor fehlte. Zu diesem 
Zwecke bedienten wir uns zunichst der fraktionierten Fallung mit 
Ammoniumsulfat, wie sie Heinrich Fischer (5) erst kiirzlich auch fiir 
Lumbalfliissigkeiten beschrieben hat. Wir méchten dabei bemerken, 
daB wir bei allen Untersuchungen quantitativ viel geringere Nieder- 
schlige als die von Fischer beschriebenen erhielten. Die Erklirung 
hierfiir gab uns eine briefliche Mitteilung des Autors, nach der er nur 
Liquoren von exorbitant hohem EiweiSgehalt zu seinen Untersuchungen 
herangezogen hat. — Wir gingen nun so vor, da® wir genau gleiche 
Mengen eines luetischen Liquors und seines negativ gewordenen Ultra- 
filtrats der sukzedanen Fallung mit Ammonsulfat unterwarfen. Es 
ergab sich nun beim Hinzufiigen von 33 Vol.-Proz. gesiattigter Lésung 
im Ultrafiltrat nur eine geringe Triibung, in der nichtfiltrierten Portion 
desselben Liquorgemisches eine erhebliche Flockung. Die Fraktion, 
die bei dieser Ammonsulfatkonzentration ausgesalzen wird, bezeichnet 
die Literatur im allgemeinen als Zuglobuline. Ob dies richtig ist, auch 
im Sinne strenger Definition, ist fraglich und miBte eingehender 
nachgepriift werden. Durch Elektrolyse (iiber die Methode derselben, 
sowie niheres iiber die Definition der Euglobuline siehe Literatur 4) 
konnten wir jedenfalls aus dem Ultrafiltrat noch ungefaihr ebensoviel 
Euglobuline ausfaillen wie aus dem urspriinglichen Liquor. Diese 
Methode ist aber fiir Liquoruntersuchungen wegen der Schwierigkeit, 
gréBere Mengen von Liquor zu bekommen, nicht sehr geeignet, und 
daher konnten diese Versuche zu keinem eindeutigen Ende gefihrt 
werden. Immerhin ist es nach obigen Versuchen sehr wohl méglich, 
da8B auch im Liquor die Euglobuline die Trager der Wassermannschen 
Reaktion sind, und daB ein Teil dieser Fraktion, und zwar der qualitativ 
bedeutsame, durch das Ultrafilter zuriickgehalten wird. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde gezeigt, daB es mit Hilfe von Silberschmidtkerzen 
(Lautenschliger, Berlin) gelingt, nach v. Wassermann positive Lumbal- 
fliissigkeiten quantitativ ihrer Reagine zu berauben. Bei Blutseren 
ist dies unméglich, was zweifellos an dem hohen Albumingehalt der- 
selben liegt. 

2. Der ProzeB der Ultrafiltration kann auch durch schirfstes 
Zentrifugieren nicht ersetzt werden. Hingegen gelingt es, einen ahn- 
lichen, wenn auch schwicheren Effekt dadurch zu erreichen, daB man 
die Lumbalflissigkeiten mit dem gepulverten Material aus oben er- 
wahnter Kerze schiittelt. Die Wirkung des Ultrafilters beruht also in 
diesem Falle mindestens zum Teil auf Adsorptionsvorgangen. 
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3. Die sukzedane Fallung mit Ammonsulfat, die vergleichsweise 
im Ultrafiltrat und urspriinglichen Liquor vorgenommen wurde, laBt 
es als wahrscheinlich erscheinen, daB die vom Ultrafilter zuriickgehal- 
tenen Teilchen Euglobuline sind. 


Literatur. 


Beziiglich der alteren Literatur s. Kolle-Wassermann, Handb. d. path. 
Mikroorganismen. 
1) Marg. Stern, Klin. Wochenschr. 1, 31. — 2) A. v. Wassermann und 
(. Lange, Berl. klin. Wochenschr. 1914, 8. 527. — 3) Sormani, Zeitschr. f. 
Immunitatsforsch. 11, 2. — 4) R. Stern, erscheint demnichst in dieser 
Zeitschr. — 5) Heinrich Fischer, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 14, 1/2. 


Herrn Prof. Dr. Herbert Freundlich, in dessen Abteilung ein Teil 
der Versuche angestellt wurde, sind wir fiir wertvolle Ratschlage bei 
Ausfiihrung derselben zu aufrichtigem Danke verpflichtet. 























Studium der EiweiSkérperkoagulation in Tropfen. 


II. Mitteilung. 
Uber den Einflu8 der gelésten Substanzen. 


Von 
J. Betka und F. Sinkora. 


(Aus dem chemischen Institut der tierarztlichen Hochschule in Briinn, 
Tschechoslowakei. ) 


(Eingegangen am 28. Marz 1923.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Allgemeiner Teil. 

Aus den Versuchen, welche in unserem Institut die Herren Cikdnek, 
Havltk und Kubdnek durchgefiihrt haben, geht hervor, daB die Koagu- 
lationsdiagramme ein Resultat der Proteinmischung (der Albumine, 
der Globuline usw.), der Kristalloidmischung, der Serumreaktion 
(der H’-Ionenkonzentration) und der Fallungsmittelkonzentration ist. 


In der vorliegenden Arbeit verfolgen wir den EinfluB der gelésten 
Kristalloide und der verschiedenen H’-Ionenkonzentrationen bei dem- 
selben EiweiBgemisch (Pferdeserum). Die Versuche erstreckten sich 
auf m/2 Lésungen von NH,Cl, NaCl, KCl, MgCl, CaCl,, SrCl, und 
von den Nichtelektrolyten auf den Harnstoff und die Glucose. Ver- 
schiedene Konzentrationen von H’ wurden mittels der Acetat-Essig- 
siurepuffergemische bereitet (2,8 bis 6,5 pq). Von den Fallungsmitteln 
haben wir gewahlt: m/10 HgCl, als einen Repriisentanten der Schwer- 
metalle, m/2 HCl als einen Reprisentanten der Saiuren (H’-Koagu- 
lation) und m/2 Phenol als ein schwach dissoziiertes Reagens. Dic 
Fallungen wurden auf 144 Feldern laut der schon friiher beschriebenen 
Methode ausgefiihrt; die Bedingungen bei den Versuchen sind konstant 
eingehalten worden. 


In der ersten Versuchsreihe wurde das Serum und das Fallungsmitte! 
mit gleichem Volum der gepriiften Kristalloidlésung gemischt (immer dic 
erste Verdiinnung); die weiteren Verdiinnungen wurden mit destillierte: 
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Wasser gemacht. (Dadurch wurde die Konzentration des _ gepriiften 
Kristalloides geometrisch erniedrigt.) 

In horizontalen Reihen (X-Richtung) wurden die EiweiBlésungen 
getropfelt, und zwar: I. Reihe nur das Serum, II. Reihe das Serum mit 
gleichem Teil des m/2 Kristalloids, III. Reihe die vorige Lésung mit 
gleichem Teile Wasser usw. Die vertikalen Reihen (Y-Richtung) wurden 
folgendermaBen getrépfelt: In 1. Reihe das unverdiinnte Fillungsmittel, 
in 2. Reihe dasselbe mit der Kristalloidlésung verdiinnt, in 3. Reihe die 
vorige Lésung mit gleichem Volum destillierten Wassers verdiinnt usw. 
So variiert in den ersten Reihen (I, 1) nach der vollgefiihrten Fallung die 
Konzentration des gepriiften Kristalloides von 0 auf m/8 und wieder auf 0; 
in den zweiten Reihen (II, 2) variiert die Konzentration des Fallungsmittels 
von m/8 bis m/4 und wieder auf m/8; in den dritten (III, 3) von m/16 bis 
m/8 und wieder auf m/16, usw. 


Weil in den horizontalen Reihen (rémische Zahlen) die Eiweib- 
konzentration konstant bleibt und die Konzentration des gepriiften 
Kristalloids sich nur in kleinen Grenzen bewegt, wahrend die Fallungs- 
mittelkonzentration rasch (geometrisch) abnimmt, kommt in den 
horizontalen Reihen der EinfluB des Verdiinnungsmittels (des Kri- 
stalloids) auf das Fillungsmittel im Vergleich mit der Kontrolle 
pragnant zum Vorschein. 

In den vertikalen Reihen (arabische Zahlen) gilt dasselbe von 
der EiweiBlésung: die Fallungsmittelkonzentration bleibt fast konstant, 
und die Konzentration des Kristalloids schwankt in kleinen Grenzen, 
waihrend die Eiweifkonzentration sich rasch vermindert. Also: in 
den vertikalen Reihen zeichnet sich der Einflu8 des Verdiinnungs- 
mittels (des Kristalloids) auf das EiweiB auf. 

In der zweiten Serie der Versuche haben wir die Eiweif- und die 
Fallungsmittell6sungen nur mit m/2 Kristalloidlésungen verdiinnt; also 
es war in den I. 1. Reihen die Kristalloidkonzentration m/4 und in den 
iibrigen m/2. 

In den einzelnen horizontalen Reihen ist das Verhiltnis zwischen 
dem Kristalloid und EiweiB, in den vertikalen zwischen dem Kristalloid 
und Fillungsmittel vollkommen konstant; daher wachst in den verti- 
kalen Reihen das Verhiltnis zwischen dem Kristalloid und Eiweib 
in horizontalen das Verhiltnis zwischen dem Kristalloid und dem 
Fallungsmittel, und darum mu8 auch die Wirkung des Kristalloids 
dementsprechend verstirkt erscheinen. 

In der ersten Serie der Versuche manifestiert sich die Wirkung 
der kleinen und abnehmenden Konzentrationen des Kristalloids auf 
die EiweiBkoagulation und in der zweiten der EinfluB der grofen und 
steigenden Kristalloidkonzentrationen. Der Vergleich der beiden Ver- 
suchsserien erlaubt uns noch gewissermaBen zu beurteilen, ob das 
gleiche Zahlenverhiltnis der Komponenten in verschiedenen Konzen- 
trationen auch den gleichen Koagulationseffekt ergibt. 

‘ Biochemische Zeitschrift Band 138. 92 
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Experimenteller Teil. 
A.a) Der EinjluB von Chloriden K, Na, NH, in maximaler Konzentration m/4. 


Die allgemeine Wirkung manifestiert sich im Vergleich mit der Kontrolle 
in Verbreitung des Fillungsgebietes; der Effekt erhéht sich mit steigendem 
Molekulargewichte der Salze. Der Typus der Diagramme im allgemeinen 

Pferdeserum (7,05) Eiweifs), H,O. weicht von der Kontrolle (Abb. 1) 
in dem Sinne ab, daB die Diagramme 
in horizontaler Richtung sich er- 
weitern und in der vertikalen sich 
ein wenig abkiirzen. Bei griind- 
licher Untersuchung bemerkt man, 
daB die I. Reihen kiirzer als die 
in der Kontrolle sind (mit NH, ist 

Fy eerevee@ Wasesetes diese Erscheinung am deutlichsten), 

Fallungsmittel: Fallungsmittel: die II. Reihen gleichen schon der 

m{10 HgCl, H)O. m|2 HCl, H,O. Kontrolle, die III. Reihen sind 

Abb. 1. Verdiinnungsmittel: H,O dest. schon linger, und das Maximum 

erreichen die IV. bis VIII. Reihen, 

also bei der Verdiinnung von m/16 bis m/256 der gepriiften Kationen. Die 

1. Reihen, sind gegen die Kontrolle die kiirzesten; in den weiteren (arabischen) 

Reihen bleibt die Fallungsgrenze fast konstant, obschon diejenige in der 
Kontrolle stark abnimmt. 


Die durchgefiihrten Versuche zeigen, daB die Fdllungskraft des Hg” in 
gréBeren Verdiinnungen durch kleine Konzentrationen der Kationen sehr 
verstarkt wird, hawptsdchlich in den mittleren EiweiBkonzentrationen. 


Die Fallung mit HCl zeigt das Gegenteil: Die Flache ist in beiden 
Richtungen gegen die Kontrolle stark vermindert, der Siuretypus stark 
ausgepragt; der Fiallbarkeit nach ist die Reihenfolge der Kationen dieselbe 
wie bei der Hg”-Fallung. 
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b) Der EinfluB von Chloriden K, Na, NH, in der m/2 Konzentration. 


Bei der Hg™-Fallung erscheint die gefallte Flache gegen die Kontrolle 
stark vermindert. Aber auch der Typus des Feldes hat sich geindert: es 
ist ein ,,Sauretypus“ geworden. Die groBte Flache bildet sich beim Na (Ion), 
die kleinste beim NH,. Den schwachsten Einflu8 der Kristalloide sehen 
wir in den I., 1. Reihen. 

Mit abnehmender Konzentration des EiweiBes bemerkt man das Ver- 
schwinden der Koagulation. 

HCl im Gegenteil fallt mehr als in der Kontrolle. Die auffallendste 
VergréBerung kommt in den stirksten Konzentrationen des EiweiBes und 
des Fallungsmittels. Die Reihenfolge der Kristalloide ist im Vergleich mit 
Hg"-Fallungen in kleinen Kristalloidkonzentrationen umgekehrt. 


B. a) Der EinfluB von Chloriden Mg, Ca, Sr in maximaler Konzentration m/4. 


Bei der Hg”-Fallung ist die gesamte Flache gréBer, nicht nur als die 
Kontrolle, sondern auch als die mit den einwertigen Kationen; der Fallungs- 
typus ist derselbe wie bei den einwertigen, und auch die Zahl der gefallten 
Felder nimmt mit steigendem Atomgewicht der Kationen ab (Mg > Ca > Sr). 
Das Maximum der Fallungskraft finden wir zwischen der IV. bis VIII. Reihe. 
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Die mit HCl gefallte Flache ist kleiner als in der Kontrolle, aber gréfer 
als bei den einwertigen Kationen. Die gré8te Fallungskraft erscheint in den 
I., 1. Reihen. Der Siauretypus bleibt aufrecht, aber die Reihenfolge der 
Kationen ist regelmabBig. 


b) Der EinfluB von Chloriden Mg, Ca, Sr in maximaler Konzentration m/?, 


Bei der Hg™-Fallung kénnen wir einen ahnlichen Effekt wie bei den 
analogen Versuchen mit den einwertigen Ionen konstatieren; aber die 
Fallungsflache ist noch kleiner. Die Reihenfolge der Kationen bleibt hier 
nach den steigenden Atomgewichten wie bei den einwertigen. Die maximale 
Verminderung kommt in den horizontalen Reihen zum Vorschein. 

HCl fallt mehr als in der Kontrolle und bei den einwertigen Kationen. 
Die Anwesenheit von Mg™ in m/2 Konzentration auBert sich durch eine 
Veranderung des Fillungstypus: dieser gleicht eher dem Hg™-Typus als 
dem Siuretypus. Die Reihenfolge der Kationen ist dem Fallungseffekt 
nach Sr > Ca > Mg, also umgekehrt. 


C. a) Der EinfluB der Nichtelektrolyten. Der Harnstoff in maximaler 
Konzentration m/4. 

Die Gegenwart von Harnstoff auch in geringen Konzentrationen 
manifestiert sich durch eine auffallende VergréBerung der Fallbarkeit von 
Hg”; nur die 1. Reihe zeigt eine kleine Verkiirzung. 

HCl fallt etwas weniger als in der Kontrolle und bei der Anwesenheit 
der Kationen. 


b) Der Harnstoff in m/2 Konzentration. 


Durch die gréBere Konzentration ist die Fallungskraft von Hg” enorm 
gestiegen; hauptsichlich in der horizontalen Richtung. Die vertikalen 
Reihen, von der 3. angefangen sind linger als in der Kontrolle und als bei 
den kleineren Harnstoffkonzentrationen. 

Die Fallung mit HCl ist auch stirker als in der Gegenwart von kleineren 
Harnstoffkonzentrationen, aber doch kleiner als in der Kontrolle. 


c) Die Glucose in den beiden gepriiften Konzentrationen m/4 und m/2. 


Diese Serie der Versuche wurde spiter mit einem anderen Pferdeserum 
vollfiihrt; darum mu8B man die Resultate mit einer neuen Kontrolle ver- 
gleichen. Man sieht sofort, daB die Anwesenheit der Glucose in den Kon- 
zentrationen bis m/2 nur einen sehr geringen EinfluB auf die Eiweil- 
koagulation von Hg” und HC! ausiibt. 


D. Der EinfluB der Konzentration von H’. 

In diesem Teile unserer Arbeit haben wir die EiweiBkoagulation 
bei diverser H’-Konzentration mit Hg” und Phenol studiert. Dic 
Zahlen der H’-Ionen wurden durch die Acetat-Essigsiurepuffergemische 
stabilisiert. Diese Gemische sind zwar nicht physiologisch, wie dic 
Carbonat- oder Phosphatpuffergemische, aber sie reagieren nicht mit 
den Fallungsmitteln wie diese. 
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Weil durch die Puffergemische in die Versuche ein neues Anion ein- 
gefiihrt wird, haben wir den EinfluB von Acetion gepriift. Man sieht aus 
den Diagrammen (Abb. 3), da®B C,H,O, entgegengesetzt wie Na’ wirkt, 
so daB die Resultate nur gering von der Kontrolle abweichen; wir 
diirfen also die Anderungen direkt den diversen Zahlen von H*-[onen zu- 
schreiben. Die Diagramme (Abb. 4) weisen die Resultate bei der Fallung 
mit n/10 HgCl, und m/2 C,H,OH bei den py : 2,87, 3,24, 3,84, 4,14, 4,46, 
5,04, 5,96, 6,28 und 6,54 aus. 


Pferdeserum (5,9, Eiweif, Py = 9,3). 
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1:16 :32 Na-Ac. (0,82 %p) 
Abb. 3. 


Es ist ganz auffiallig, wie mit steigender Aziditét die Fallungskraft 
beider Fallungsmittel abnimmt, und zwar in beiden Richtungen, X und Y. 
Dabei andert sich von py, 4,46 ab der Hg”-Typus in den Sauretypus, also 
es geschieht die Fallung mit H’ und nicht mehr mit Hg”. Wenn man die 
Zahl der gefallten Felder vergleicht, sieht man einen engen Zusammenhang 
mit der p,, -Zahl. 

Die gefallte Flache bei p,, 2,87 ist 11, bei der Zahl p,, 3,84 erzielt man 15. 
Das Resultat ist also: 11:15, = 2,83:3,84 und auch die iibrigen stimmen 
auffallend mit diesem Gesetz tiberein, bis zu der Zahl p,, = 5,04, wo eine 
plétzliche Typusinderung vorkcmmt; es andert sich namlich der Séuretypus 
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in den Hg"-Typus. Aber gleich mit der nachsten H’-Konzentration trit 
wieder die direkte Abhingigkeit von der p,-Zahl ein: 5,44:5,96 = 82:90 usw. 

Beim Phenol kann man ganz genau konstatieren, daB die Verhiilt. 
nisse nicht so einfach sind. 
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Py = 54 Pu = 5.96 Pu = 628 
Abb. 4. 





Diskussion. 

Wenn man diese Arbeit iiberblickt, sieht man, daB die Resultate 
die Ideen von der EiweiBkérperkoagulation mittels der Chemikalien 
wesentlich erweitern. Im ganzen kann man folgende Faktoren der 
Fallung emporheben: ; 

1. Die Konzentration der gepriiften Eiweiflésung; man merkt ganz 
deutlich, daB in gewissen mittleren Konzentrationen (2- bis 0,1 proz.) 
die gréBte Koagulation erzielt wird. 

2. Von derselben Bedeutung ist auch die Konzentration des 
Fallungsmittels; bei der Anwesenheit von nur wenigen Elektrolyten 
ist die Koagulation desto gréBer, je konzentrierter das Fallungsmittel is! 





mM tritt 
90 us, 
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3. Der dritte Hauptfaktor der Fallung ist die Anwesenheit der Kri- 
stalloide in der Lésung; allgemein darf man sagen, dab, je gréBer die 
Zahl der Kationen ist, desto kleiner der Effekt mit der Hg”-Fallung 
und desto gréBer mit HCl-(H’-)Fallung sein wird. Aber diese Gesetz- 
maBigkeit gilt nur fiir die gréBeren Kationenkonzentrationen als m/4; 
unter diesem Werte verliuft der Zusammenhang nicht geradlinig, 
sondern durch ein Maximum der Hg”-Fillungskraft (Minimum der 
HCl-Fallungskraft) zwischen m/16 bis m/256 Kationenkonzentration. 
Die zweiwertigen Kationen wirken ‘mehr als die einwertigen, wodurch 
die Beobachtungen von Schulze bestitigt werden. Die Anwesenheit 
des H’-Ions ist fiir die Fallung maBgebend, wie schon Michaelis gezeigt 
hat. Von H’-Ionenkonzentration gilt dieselbe GesetzmaBigkeit wie 
von den iibrigen Kationen: in je gréSerer Konzentration sie anwesend 
sind, desto kleinere Fallungskraft der Hg’-Ion veriibt, solange sich 
die eigene H’-Ionenfallungskraft nicht geltend macht (das geschieht 
etwa bei py = 1). 

Von den Nichtelektrolytkristalloiden unterstiitzt der Harnstoff 
die EiweiBkoagulation desto mehr, je konzentrierter er ist. Dieses 
Phainomen erklart sich nach Bechhold dadurch, da der Harnstoff 
die Durchlassigkeit von Eiweif fiir das Fiallungsmittel erhéht. 

Die Glucose hat bis zur m/2 Konzentration fast gar keine Wirkung 
auf die Koagulation. 


Ihrer Wirkung nach stellen sich die Kationen in die Hofmeisterschen 
Reihen; die Umkehrung derselben geschieht bei saurer Reaktion 
nur dann, wenn die Kationen in gréSeren Konzentrationen als m/4 
vorkommen. 


4. Als vierten Faktor der EiweiSkoagulation fiihren wir das 
Verhdltnis zwischen den Konzentrationen der beteiligten Komponenten 
an. Eine Entscheidung dariiber wagen wir jedoch noch nicht auszu- 
sprechen; um diese Frage zu lésen, mu8 man die Intensitit der Trii- 
bungen quantitativ vergleichen. Dazu mu man den quantitativen 
Zusammenhang zwischen der Konzentration, Zahl und GréBe der 
gefallten EiweiBpartikeln und der Intensitit der Triibung mathematisch 
ausgedriickt haben. 

Unserer Meinung nach wire es sehr vorteilhaft, diese Arbeit auch 
mit anderen Ionenreihen, Fallungsmitteln und EiweiBkérpern durch- 
zufiihren, wozu die Tropfenmethode sehr geeignet ist. 


Zusammenfassung. 
i. Mittels der beschriebenen Tropfenmethode kann man sehr rasch 
und genau den EinfluB der gelésten Stoffe auf die EiweiBkoagulation 
durch die Fallungsmittel studieren. 
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2. Mit der steigenden Elektrolytenkonzentration nimmt die 
Fallungskraft von Hg” ab, von H’ nimmt sie zu. 

3. Die zweiwertigen Kationen sind wirksamer als die einwertigen. 

4. Die Wirkung der Kationen geschieht im allgemeinen in Ho/- 
meisterschen Reihen, hauptsichlich in den mittleren Eiwei8konzen- 
trationen. 

5. Die Umkehrung der Hofmeisterschen Reihen in saurer Reaktion 
entsteht nur bei einer Kationenkonzentration, die gréBer als m/4 ist. 

6. Die Zahl der gefillten Felder von Hg” wichst proportione!! 
mit der Zahl von pq bis zu einem pg, wo eine plotzliche Typus- 
veranderung der Fillung entsteht. Hinter diesem Punkte ist wieder 
die direkte Proportionalitat zu beobachten. 

7. Der Harnstoff erhéht die Fallungskraft von Hg” und H’ direkt 
mit seiner Konzentration. 

8. Die Glucose bis zur m/2 Konzentration beeinfluBt die Hg’- 
und H’-Fallungskraft iiberhaupt nicht. 
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Studium der Eiweibkérperkoagulation in Tropfen. 


Ill. Mitteilung. 
Uber den Synergismus der Fillungsmittel. 


Von 


J. Betka und F. Sinkora. 


(Aus dem chemischen Institut der tierarztlichen Hochschule in Briinn, 
Tschechoslowakei. ) 


(Eingegangen am 28. Marz 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Allgemeiner Teil. 

In der vorigen Arbeit haben wir die Hauptfaktoren der chemischen 
EiweiBkérperkoagulation gepriift. In dieser Abhandlung versuchen 
wir, die Wirkung der Fiallungsgemische auf dasselbe Pferdeserum zu 
prazisieren. Diese Frage ist in der Literatur fast vernachlassigt, obschon 
der Synergismus der Arzneimittel in der praktischen Medizin, der 
Synergismus der Ionen bei der EiweiBquellung schon éfters der Dis- 
kussion unterzogen wurden. 

Die Hauptfrage, die wir uns gestellt haben, war: Wie andert sich 
die Fallungskraft eines Fallungsmittels, wenn man dasselbe mit einem 
anderen, mit dem ersten chemisch nicht reagierenden Fallungsmittel 
von bekannter Fallungskraft verdiimnt ? 

Es ist eine bekannte Tatsache, daB die Verdiinnung eines Fallungs- 
mittels mit einer indifferenten Lésung allgemein zur Abschwachung 
der Fallungskraft fiihrt und bei einer gewissen Verdiinnung keine 
Fallung mehr zu beobachten ist. 


Experimenteller Teil. 


Die Verdiinnungen der Fallungsmittel haben wir mit dem Acetat- 
puffergemisch von p, = 5,04 gemacht, um die Bedingungen der Versuche 
womdglich konstant zu halten. Es wurde ein Pferdeserum mit 6,74% 
Eiwei8 und p, = 6,1 benutzt. Als Fallungsmittel m/10 HgCl, und CuS0O,, 
m/2 Phenol, Resorcin und Brenzkatechin genommen. In den Kontroll- 
versuchen wurde zuerst die Fallungskraft der einzelnen Fallungsmittel 
ausprobiert (Abb. 1, oben). 
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Hg” fallt das Pferdeserum noch in 6. Reihe, d. ‘h. noch in der Kon 
zentration m/640; wir bezeichnen die Fiallungskraft als Hg 6. Cu” weist 
dieselbe Fallungskraft:Cu 6 aus. Phenol fallt noch in F 3-Konzentration, 
d. i. m/8. Dasselbe gilt fiir Brenzkatechin: P 3 und Resorcin: R 3. 

Die Breite des gefillten Feldes in der vertikalen Richtung (welche die 
Fillbarkeit des Eiweifies bei p,, = 5,04 zeigt) ist beim Cu”-Ion kleiner 
als beim Hg”, bei den einwertigen und zweiwertigen Phenolen ist sie fast 
dieselbe. 


m{l0 Hg Cly mjl0 CuSO, Phenol Resorcin Pyrokat 
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Abb. 1. 


Darauf haben wir die Gemische der Fallungsmittel gepriift (Abb. 1): 
erstens wurden gleiche Volume zweier Fillungsmittel (aa) gemischt und 
weiter geometrisch mit dem Puffergemisch verdiinnt. Um die Versuche zu 
verkiirzen, haben wir nur die letzten, terminalen Verdiinnungen (6, 7, 
8 usw. bei Hg”- und Cu”-Gemischen, 2, 3 usw. bei Phenolengemischen) 
getrépfelt. Wenn also m/10 Hg” aa mit m/10 Cu” gemischt wurde, resultiert 
daraus m/20 Hg” und m/20 Cu”, Hg 2 und Cu 2 nach unserer Bezeichnung. 
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Die Fallungsreaktion wurde erst mit fiinfter Verdiinnung, daher mit Hg 6 
und Cu 6 ausgefiihrt. ; 

Das Resultat der Mischung Hg5 Cu5 gab 16 Felder, welche man 
durch reine Hg 5 oder Cu 3 erhalten kénnte. Aber das resultierende Diagramm 
weicht sowohl von dem Hg™- als auch von dem Cu”-Typus ab. Die Zahl 
der gefiallten Felder bildet keine einfache Summe der Wirkungen von 
den resultierenden Verdiinnungen (Hg 6 + Cu 6). 

Die Mischung von Hg 5 + F 2 gab 16 Felder vom Hg™-Fallungstypus; 
die resultierende Verdiinnung Hg 6 gibt sieben und F 3 ein Feld, zusammen 
acht Felder. 

Das Phenolgemisch F2+ R2 gab zehn anstatt vier Felder, 
entsprechend der einfachen Summe der resultierenden Verdiinnungen 
(F 3 + B83). 

Ahnliche Resultate waren auch bei den anderen Fillungsmittel- 
gemischen. 


Aus diesen Vorversuchen geht hervor, daB ein Fallungsmittel- 
gemisch sich wie ein neues Fallungsmittel benimmt, dessen Fillungs- 
kraft gréBer ist, als es der Summe der einzelnen Effekte von den resul- 
tierenden Fallungsmittelverdiinnungen entspricht. Den  gréBten 
Fallungseffekt erzielt man durch das Mischen der chemisch verwandten 
Stoffe. 

Die erste von den weiteren Aufgaben war, festzustellen, welche 
Stufe des Hilfsfallungsmittels so unwirksam sei, daB das Hauptfillungs- 
mittel ein solches Diagramm ausweisen mochte, als wenn es mit bloBbem 


Acetatpuffergemisch verdiinnt wire. 


Aus den Tabellen dieser Versuche (s. Abb. 1 und 2) ergibt sich, daB 
bei den Mischungen von Hg 5 + Cu"-Verdiinnungen erst Cu 8 sich so 
unwirksam verhalt. Bei den Mischungen Cu 5 + Hg” noch die Hg 8 
die Fallungskraft von Cu ein bischen verstarkt. Das Gemisch von F 2 + R- 
Verdiinnungen ist erst bei R 5 der bloBen Verdiinnung R 3 gleich. Auch 
das Gemisch von P 2 + R ist erst bei R 5 indifferent. 

Cu”-Lésung verstarkt noch in der Konzentration m/320 die Fallungs- 
kraft von Hg”; Hg” vergré8ert sogar in m/1280 die P&!lungskraft von Cu”. 
Die Carbolsiure erhéht noch in m/8 die Fallungskraft von Hg” und Cu’, 
Resorcin noch in m/16 die Fallungskraft von der Carbolsiure und Benz- 
katechin. 


Aus diesen Resultaten ergibt sich, daB die Hilfsfallungsmittel 
als positive Aktivatoren der EiweiBkoagulation auch in den Konzen- 
trationen fungieren, wo sie selbst keine Fallungskraft mehr ausiiben 
kénnen. 

Die weitere Frage war, wie sich die Fiallungskraft des Haupt- 
faillungsmittels andert, wenn wir es 4-, 8-, 16mal mit dem Hilfsfallungs- 
mittel verdiinnen. 

Aus den Tabellen dieser Versuche (Abb. 2) sieht man, da Hg 5, achtmal 
mit Cu 5 verdiinnt, einen Fiallungseffekt nur von Cu 5 zeigt. Hg 5, achtmal 


mit Cu 6 verdiinnt, gibt auch nur den Effekt von Cu 6. Hg 5, achtmal mit 
Cu 7 verdiinnt, bewirkt schon keine Fiallung mehr. 
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Die Resultate aus diesen Versi ‘hen bestatigen nur die vorigen: Di 
Mischung Hg5 + 3Cu5 gleicht « irch ihre resultierende Verdiinnun; 
einer Mischung von Cu5 + Hg7; suf dem Fiallungseffekte von Cu” be. 
teiligt sich Hg” nur in einer starken Verdiinnung, also nur als ein Hilfs 
fallungsmittel. Hg 5 mit 8 Cu 5 ist gleich Cu 5 + Hg 8. Dieselben Resultate 
finden wir auch bei den Gemischen mit Phenolen. 


Cu5 F3 Cud F4 Cu5 FS Cud P3 F2R3 F2R4 F2R5 


Cu5Hg® Cu Hg? Cu5 Hg? Cud Hy? CudHgl0 P2R3 P2R4 P?R5 





Serum bei "H 
R3 Hg®CufF? F8PSR¥HgeF3PIRF HgCusF8P3R 


iW 


Hg? Cu7F4, F#P4Rs, Hy? FAP#R4, Cu? F4P#R4, Hg? Cu? F#P4R4, Hy?Cu7R4: keine Fallung. 
Abb. 2. 


Endlich haben wir die Fallungskraft von Gemischen mehrerer 
Fallungsmittel gepriift: Erstens haben wir die Fallungsmittelgemische 
in noch wirkenden Verdiinnungen, und dann auch in den schon un- 
wirksamen Konzentrationen probiert. Nachdem diese Versuche mit 
einem anderen Pferdeserum unternommen wurden, fiihren wir auch 
neue Kontrollen mit bloBen Fallungsmitteln an (Abb. 2). 
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Ein Gemisch von Hg 6, Cu 6, F'3 fallt ebenso viel wie Hg 6. Das 
Gemisch von F 3, R 3, P 3 gibt dasse’»e Resultat wie die bloBen Phenole. 
Die Gemische von fiinf und sechs Falliingsmitteln geben fiinf Felder. Aber 
die Gemische von weiteren Fallungsmittelverdiinnungen baben schon keine 
Fallung mehr verursacht. 

Auch diese Versuche stimmen mit den vorigen und _ bestiitigen 
beide Hauptregeln: 1. Das Fallungsmittelgemisch hat eine gréBere 
Wirkung, als es der resultierenden Verdiinnung entspricht. 2. Das 
Hilfsfallungsmittel wirkt noch in einer viermal gréBeren Verdiinnung 
unter seiner Wirkungskraft. 


Diskussion. 

Soweit wir aus unserer Arbeit allgemeine Schliisse ziehen kénnen, 
gilt folgendes: Beim Verdiinnen eines Fiallungsmittels mit einem 
anderen, auf das erste chemisch nicht reagierende Mittel, erzielt man 
einen gréBeren Fallungseffekt als beim Verdiinnen mit einer indiffe- 
renten Lésung, welche die EiweiSkérper nicht fallt. Dieser Effekt 
jst gréBer als die Summe der einzelnen Wirkungen von resultierenden 
Fillungsmittelverdiinnungen, aber kleiner als die Summe der einzelnen 
Wirkungen von bloBen Fallungsmitteln. Numerisch kann man die 
Zahl der gefillten Felder als einen arithmetischen Durchschnitt der 
beiden Summen formulieren. 

Das Gemisch Hg 5 + Cu 5 gab 16 Felder; die resultierende Verdiinnung 
Hg 6 gibt 7, Cu 6 gibt 3, die Summe der beiden ist 10 Felder. Die bloBen 
Fallungsmittel: Hg5 gibt 15, Cu 5 gibt 7, Summe der beiden 22 Felder. 
Arithmetischer Durchschnitt der Summen: 32:2 = 16. 

Das Gemisch Hg 5 + F 2 gab 16 Felder; die resultierende Verdiinnung 
Hg 6 gibt 7, F 3 gibt 1, die Summe 8 Felder. Die bloBen Fallungsmittel: 
Hg 5 gibt 15, F 2 gibt 9, Summe der beiden 24 Felder. Arithmetischer 
Durchschnitt beider Summen: 32:2 = 16. 

Auf diese Weise kann man die Fillungskraft des Gemisches aus- 
rechnen, solange die einzelnen Fiallungsmittel nicht viermal unter 
ihre endliche Wirkungsgrenze verdiinnt werden. Diese Formel gilt 
auch fiir die Verdiinnungen von einem anderen Mischungsverhiltnis 
als aa und gibt auch fiir die Ausrechnung der Wirkungskraft des Ge- 
misches von mehreren Fallungsmitteln befriedigende Resultate. 

Unsere Versuche haben bewiesen, daB ein Gemisch von gegen- 
seitig chemisch nicht reagierenden Fallungsmitteln bei seiner Wirkung 
auf die EiweiBlésung sich wie ein neues Fallungsmittel benimmt. Sein 
Fallungstypus ist eine gewisse Resultante der einzelnen Komponenten. 
Der quantitative Erfolg (die Fallungskraft) dieses Gemisches ist ein 
Mittelwert unter den Fallungskraften vor und nach dem Mischen 
und daraus resultierendem Verdiinnen der Fillungsmittel. 

Diese Befunde werden wohl eine Analogie auch bei anderen Ge- 
mischen haben. Vor allem wird es notwendig sein, die Fallbarkeit 
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des Blutserums durch chemische Agenzien zu tiberpriifen. Das Blut- 
serum kann man fiir ein physiologisches EiweiBkorpergemisch halten, 
welches sich gewissermaBen als ein neues Protein benimmt. Durch 
die Feststellung des mathematischen Zusammenhanges der Mitwirkung 
der einzelnen Blutserumproteine auf die Koagulation kommt man 
gewiB zur Erklarung von manchen Problemen auch in anderen Gebieten. 

Weiter wiire es empfehlenswert, auch die Frage der Desinfektions- 
mittelgemische von dem Standpunkte des Synergismus der Fiallungs- 
mittel zu verfolgen, denn die Koagulation des Mikrobenproteins durch 
die Desinfektionsmittel begleitet die Tétung der Mikroben. 

In dieser Arbeit haben wir mittels der Tropfenmethode die Endi- 
gung der horizontalen Reihen verfolgt; hier manifestiert sich der 
Einflu8 von groBen EiweiSkonzentrationen auf das Fiallungsmittel, 
weil in den horizontalen Reihen das Verhaltnis des EiweiBes zu dem 
Fallungsmittel wachst. Man kénnte sagen, daB das Protein das Fallungs- 
mittel ,,fallt‘‘; darum sind manche Diagramme fiir benutzte Fallungs- 
mittelgemische so charakteristisch. 

Wenn sich also die Spezifizitat der Fallungsmittel in den Endi- 
gungen der horizontalen Reihen so deutlich auBert, kann man mit 
Recht erwarten, daB in den Endigungen der vertikalen Reihen sich 
die Spezifizitat des Eiwei®kérpers manifestieren wird. Versuche in 
dieser Richtung wurden schon. begonnen. 


Zusammenfassung. 

1. Das Gemisch von gegenseitig chemisch nicht reagierenden 
Fallungsmitteln verhalt sich wie ein neues Mittel, dessen Typus eine 
gewisse Resultante der einzelnen Komponenten ist. 

2. Der Fallungseffekt dieser Gemische ist gréBer als der, welcher 
dem eigentlichen Verdiinnungsgrad der Komponenten entsprechen 
wiirde. 

3. Die Hilfsfaillungmittel wirken als positive Aktivatoren der 
EiweiBkoagulation auch in viermal kleineren Konzentrationen als 
diejenigen, in welchen sie die EiweiBkérper noch fallen. 

4. Die Fallungskraft des Gemisches gleicht dem arithmetischen 
Durchschnitt der Wirkung der einzelnen Komponente vor und nach 
dem Mischen und daraus resultierendem Verdiinnen der Fallungsmittel. 
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(ber eine Gesetzmabigkeit der Oberflaichenspannungsinderung 
des Blutserums nach Inaktivierung. 


Von 
Erwin Bauer. 


Aus dem Institut fiir allgemeine Biologie und experimentelle Morphologie 
der Karls-Universitaét in Prag.) 


(Eingegangen am 28. Marz 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Gelegentlich einer Untersuchungsreihe tiber den EinfluB der 
Oberflichenspannungsanderungen auf die Zellteilungen kam ich dazu, 
den Einflu8 der Inaktivierung des Blutserums auf die Oberflichen- 
spannung zu untersuchen. — Die Bestimmung der Oberflichenspannung 
geschah nach der AbreiBmethode mittels der Torsionswage, wie sie 
von Brinkmann und E. van Dam") angegeben wurde. Das mir zur 
Verfiigung stehende Material, an welchem ich diese Messungen aus- 
fiihrte, waren: iiber 50 menschliche Blutsera, zum gr6éBten Teil kli- 
nisches Material, und einige gesunde Individuen, sowie Hammelsera. 
Das Serum wurde immer durch 24stiindiges Abstehenlassen an einem 
kiihlen Orte gewonnen. Jedes Serum wurde bei den menschlichen 
in zwei, bei den Hammelsera in vier Portionen geteilt, im ersten Falle 
wurde die eine Portion ohne, die zweite nach Inaktivierung gemessen, 
bei den Hammelseris wurden zwei Portionen ohne und zwei Portionen 
nach Inaktivierung gemessen und das arithmetische Mittel der beiden 
Resultate verzeichnet. Jede Einzelbestimmung stellt das arithmetische 
Mittel von zehn Einzelmessungen dar. Die Inaktivierung geschah, 
indem wir die Sera einer Temperatur von 56°C auf die Dauer von 
30 Minuten aussetzten. Im allgemeinen zeigen die Sera bei dieser 
statischen Methode einen ausgesprochenen Gang bei den Einzel- 
messungen, der zum Teil mit einer Hautchenbildung, zum Teil mit 
einer mehr oder weniger starken Durchmischung durch den AbriB des 
Ringes zusammenhingt, so da mindestens zehn Einzelmessungen 
nétig sind. 

Die GesetzmaBigkeit, die wir hierbei fanden, lat sich folgender- 
maBen aussprechen: 

Je gréBer die Oberflichenspannung eines Blutserums, um so gréfer 
ist die Abnahme derselben, die sie durch die Inaktivierung erleidet, und 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1921, Nr. 48. 
























































342 E. Bauer: 
diese Abhingigkeit der Anderung von dem urspriinglichen Werte ist ein: 
lineare. 
Wir fiihren als Beispiel folgende Tabellen an, welche dieses zeigen 
sollen : 
Tabelle I. 
Gee | Alt 6 vor 6 nach T : bs 
: Nr. || schlecht | Jahr Diagnose "hau | oo | me 
4 1 | Mann 20 _— Polyarthritis chron. . . 60,9 58,3 7 2.6 
eS 2 ‘ 31 | Dysenterie....... | 598) 61,0 —12 
4 3 a 44 Tbe. pulm., Paral. progr. 
4 WaR ++ 62,6 57,8 4.8 
mt 4 ‘ 20 || Dysenterie. ...... 61,9 60,2 Ny 
5 : 43 'Emphysem ...... | 584 57,4 1.0 
6 Frau 20 || Basedow = . 2. es 59.0 57,6 14 
7 . 22 Polyarthritis recid. . . 57,8 573 (23° 05 
8 é 56 || Ulcus cruris. ..... || 58,4 | 57,4 1,0 
9 Mann 24 _— Sykosis non paras. .. 61,5 57,5 4.0 
10 a 27 | Teerkombustion .... | 59,0 54,5 4.5 
Il — SO AO A es x 60,3 57,9 2,4 
12 || Frau = 22 ee Ue ee ae ee 61,4 58,1 3,3 
Ema oh ie 78 | Vitium cordis..... 58,1 | 57,7 0.4 
14 || Mann; 23 | Gesund ....:..% 56,8 56,9 — 0,1 
Tabelle II. Hammelsera: 
6 6 nach 
Nr. hes ni oma Temperatur 
Inaktivierung — 
1) 61,1 59,3 1,8 
2 61,5 58,6 2,9 
3 | y La — 05 
4) 612 | 608 0,4 20,5° 
5. 60,8 59,4 14 
5 6 60,9 59,3 16 
Ab. 2. 7) 60,4 59,7 07 


Abb. 1 zeigt diese Abhangigkeit bei den menschlichen Sera, Abb. 2 
bei den Hammelsera graphisch dargestellt, wobei auf die Abszisse 
6 die urspriingliehen Oberflichen- 
spannungen in dyn/cm aufge- 
tragen sind und die zugehérigen 
Ordinaten die Abnahme derselben 
nach der Inaktivierung bedeuten. 
Die drei Ausnahmen bei den 
menschlichen Seris betreffen, wie 
aus der Tabelle zu sehen ist, 
=wei Dysenteriker und einen Fall 
mit schwerer Teerverbrennung. 
56 38. 59 60 67 62 63 & Die zwei Ausnahmen bei den 

Abb. 1. Hammelseris erklaren sich viel- 
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leicht ebenfalls aus nicht kontrollierbaren Konstitutionsanomalien oder 
Krankheiten der betreffenden Individuen, welche Erklarung berechtigt 
erscheint, wenn man bedenkt, da®B bei den Menschen vollkommen 
gesunde Individuen keine Ausnahme zeigten. 

Die in den Abbildungen eingezeichnete Gerade stellt die lineare 
Funktion, gewonnen nach der Ausgleichsrechnung nach der Methode 
der kleinsten Quadrate, dar. Bei den menschlichen Sera laBt sich also 
diese Abhangigkeit durch die Funktion: — 51,57 + 0,90 2 darstellen, 
bei den Hammelseris durch die Funktion: —120,2 + 22, dabei be- 
gehen wir im ersten Falle einen mittleren Fehler von 0,26, im zweiten 
Falle von 0,12. Bei diesen Berechnungen sind natiirlich die oben er- 
wihnten Ausnahmefille nicht mit in Betracht gezogen. 

Diese GesetzmaBigkeit bedeutet also eigentlich, daB die Ab- 
weichungen in den Oberflaichenspannungen, die (durch individuelle 
Konstitution bedingt) vor der Inaktivierung bestehen, sich durch die 
Inaktivierung ausgleichen. Es legt dies den Gedanken nahe, daB die 
Komplementwirkung an eine gewisse GréBe der Oberflichenspannung 
gebunden ist bzw. ihre Intensitit mit derselben parallel einhergeht. 
Dieser SchluB scheint mit mehreren Tatsachen im Einklang zu stehen, 
so z. B. mit der Tatsache, daB eine Komplementbindung mit einer 
Verminderung der Oberflichenspannung einhergeht (Ascolische Meio- 
stagminreaktion), weiter, da Cholesterin und Cholate, welche selbst 
die Oberflichenspannung stark herabsetzen, das Komplement zer- 
stéren!). Da8 mit der Inaktivierung nicht nur eine Anderung der 
Oberflachenspannung, sondern auch anderer physikalischer Eigen- 
schaften einhergeht, geht aus den Beobachtungen von R. Fiirth hervor, 
wonach nach Inaktivierung die Dielektrizitiitskonstante der mensch- 
lichen und Meerschweinchensera eine Abnahme zeigt”). Ob die Anderung 
der anderen physikalischen Eigenschaften ebenfalls eine ahnliche Ab- 
hangigkeit zeigen, wie wir sie fiir die Oberflichenspannung fanden, 
muB noch untersucht werden. Sollte dics zutreffen, so miiBte unseres 
Erachtens die Komplementwirkung nicht einem thermolabilen Stoffe, 
sondern dem physikalischen Zustande des Serums zugeschrieben werden. 


1) H. Koenigsfeld, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 29, H. 3/4, 1922. 
*) R. Firth, Ann. d. Phys., IV. Folge, 70, 1923. 
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Uber Elektropie. I. 


Von 
L. Karezag. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. Pézmaény Péter-Universitit 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


Inhaltsiibersicht : 
Einleitung: Allgemeines und Phainomenologie der elektropen Er- 
scheinungen 
Versuchsserie I. Elektropie durch kolloidale Ladungsstoffe. System 
der Farbstoffe und System der Ladungsstoffe 
Versuchsserie II. Elektropie durch Metalle 


Erklarungsversuche der elektropen Erscheinungen und die Kontakt- 
potentiale 


Weiteres zur Kennzeichnung der elektropen Substanzen. 
Wasserstoffsuperoxyd als Ladungskérper und als_ elektrope 
Substanz 


Die Elektropie als primirer Vorgang in zusammengesetzten Systemen. 
Versuche an oxydationskatalystischen Systemen. Die Prinzipien 
der elektrostatischen Ladungsdominanz, der prekurierenden und 
der pradisponierenden Elektropie 


Elektropie und Adsorption. Begriindung der elektropen Adsorption 
und der elektropen Regenerationsadsorption 


Die methodische Anwendung der Elektropie. Die Chemoskopie 
(Ladungsqualimetrie und Ladungsquantimetrie) 


Einleitung, Allgemeines und Phinomenologie der elektropen Erscheinungen. 


In vorliegender Mitteilung soll experimentell bewiesen werden, 
daB chemische Verbindungen unter dem Einflu8 von elektrostatischen 
Ladungen, mit denen die verschiedenen Formen der Materie behaftet 
sind, in ihrem Molekiilbau derart verindert werden kénnen, daB da- 


durch Verbindungen mit neuen physikalischen und chemischen Eigen- 
schaften entstehen. 
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Insbesondere soll an ausgedehnten Experimentalarbeiten die 
prinzipielle Wichtigkeit dieser Erscheinungen fiir die Biologie hervor- 
gehoben und Beweise fiir das Hauptresultat dieser Untersuchungen 
erbracht werden, dab die elektrostatische Energie der Zell- und 
Gewebskolloide chemische Umwandlungen auszulésen imstande ist 
und somit das physikalisch-chemische und biologische Geschehen des 
Zellebens richtend beeinfluBt. 

Diejenigen Substanzen, an denen die Erscheinungen der elektro- 
statischen Induktionswirkung nachweisbar sind, gehéren zu den intra- 
molekular verinderlichen isomerisationsfahigen Verbindungen, welche 
mit Riicksicht auf ihre Eigenschaft, auf elektrostatische Ladungen 
mit einer konstitutionellen Veranderung zu reagieren, als elektrope 
Substanzen genannt werden sollen. Diejenige Naturerscheinung, welche 
sich in chemischen Umwandlungen bzw. stofflichen Verinderungen 
von Substanzen unter dem EinfluB von elektrostatischer Energie 
offenbart, soll als Elektropie genannt werden. 


Jede Substanz, welche eine elektrostatische Ladung besitzt, ist 
zur Auslésung oder Unterhaltung eines elektropen Vorganges befihigt, 
und es werden daher die ladungstragenden Kérper, welche die elektropen 
Wirkungen entfalten, als Ladungsstoffe genannt. 

Wir gehen nun zur Besprechung der allgemeinen Eigenschaften 
der elektropen Substanzen iiber. 

Es sind in groBer Anzahl Verbindungen bekannt, welche unter 
gewissen Bedingungen in der Weise in ihrem Molekiilbau verindert 
werden, daB intramolekular ein Atom oder eine Atomgruppe von einem 
Atom zum anderen wandert, ohne da dabei die Zusammensetzung 
der Verbindung verindert wird!). Unter diesen konstitutionell ver- 
anderlichen Verbindungen sind insbesondere die farbigen dadurch aus- 


. gezeichnet, daB sie den intramolekularen Isomerisationsproze8 durch 


eine sichtbare Farbeninderung erkenntlich machen. In der Gruppe 
der intramolekular verinderlichen farbigen Verbindungen nehmen die 
Farbstoffe — welche auBer ihrem farbigen Zustand noch die Fahigkeit 
besitzen, einen technischen Effekt: Textilfaser anzufarben, zu ent- 
falten — eine gesonderte Stellung ein. 


Eine Verbindungsklasse der intramolekular isomerisationsfihigen 
Farbstoffe wird durch die Triphenylmethanfarbstoffe reprisentiert. 
Diese Farbstoffe verdanken ihre Farbe einer speziellen Bindungsart 
der konstituierenden Atome, welche als die chinoide bezeichnet wird. 

\ ca! aN —nZ 
bog \ 
Chinoide Bindung. 


1) A. Werner, Lehrb. d. Stereochemie. Jena, Fischer, 1904. 
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Verschwindet durch irgend einen EinfluB8 die chinoide Bindun: 
so verschwindet damit gleichzeitig der Farbcharakter der Verbinduny. 
und es entsteht somit aus der gefiirbten Verbindung die farblose Modi- 
fikation?)?). 

Wird z. B. nach Hantzsch ein Mol Kristallviolett, welches dic 
chinoide Bindung im Molekiil enthilt, mit einer aquivalenten Meng: 
KOH versetzt, so tritt zuerst die OH-Gruppe an Stelle des Cl-Atoms 
und man erhalt die echte lésliche Base, welche ebenfalls gefarbt ist, 
alkalisch reagiert, und in wisseriger Lésung dissoziiert ist. Allmablich 
entfarbt sich die Lésung und es entsteht die gewdhnliche Farbbase 
(Pseudobase) oder das Carbinol, welche nun die chinoide Bindung. 
welche nur bei dem echten Farbstoff und Farbbase zugegen war, nicht 
mehr enthiilt. 


is S—N (CH), 


(CH,),NC —O( 
Nay \ 


ae 


ee N A. 
—s 


Kristallviolett, 


(CH,),NC  S=c/ 


nN, 


= 


\ 


echte gefairbte Base, 


(CH,),NC 


oH \— 
gewohnliche, farblose Farbbase, Pseudobase, 
Carbinol. 


1) H. Ley, Farbe und Konstitution bei organischen Verbindungen. 
Leipzig, Hirzel, 1911; H. Kaufmann, Beziehungen, zwischen phys. Eigensch. 
u. chem. Konstitution. Stuttgart, Enke, 1920; J. Schmidt, Methoden zu 
Untersuchungen auf dem Gebiete der Tautomerie und Desmotropie (in 
Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Lieferung 30, Abtl. I, Chem. Meth. I. Teil, 
H. 2. 8. 291). : 

*) H. Th. Bucherer, Lehrbuch d. Farbenchemie. Leipzig, Spamer, 1921. 
F. Mayer, Die organischen Farbstoffe. Berlin, Springer, 1921. J. Schmidlin, 
Das Triphenylmethyl. Stuttgart, Enke, 1914. A. Pappenheim, Grundril 
der Farbchemie. Berlin 1901. 
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Im folgenden soll noch der UmwandlungsprozeB, den wir im 
folgenden als T’automerisation bezeichnen, durch das allgemeine Schema 


x 
C C C—OH 


\ : 

R,—N—Cl R,—N—OH R, N 

Farbsalz, farbige, echte farblose Pseudobase, 

Ammoniumbase, Carbinol 

dargestellt werden. Wie aus diesem ersichtlich ist, wandert die OH- 
Gruppe wahrend des Tautomerisationsvorganges vom N-Atom zum 
(-Atom, indem gleichzeitig die chinoide Bindung aufgespalten wird 
bzw. verschwindet. Diese Tautomerisation der Triphenylmethan- 
farbstoffe erfolgt unter Einwirkung von Laugen oder Wasserstoff- 
superoxyd!), jedoch erweisen sich nicht alle Glieder dieser Kérper- 
klasse als tautomerisationsfiihig. Im folgenden soll die Liste derjenigen 
Farbstoffe zusammengestellt werden, welche sich nach unseren Ver- 
suchen unter dem Einflu8 von Natronlauge bzw. Wasserstoffsuperoxyd 
als tautomerisationsfahig erwiesen. 





Saure Farbstoffe 


Basische Farbstoffe 


Rosanilin Rothviolett 
Fuchsin Fuchsin § 
Diamantfuchsin Lichtgriin 
Kresofuchsin Wasserblau 
Rubin Alkaliblau 
Magentarot Pyrrholblau 
Methylgriin Isaminblau 
Jodgriin 

Malachitgriin 

Brillantgriin 

Victoriagrin 

Methylviolett 

Dahlia 

Gentianaviolett 

Kristallviolett 

Kresylviolett 

Hoffmannsviolett 

Anilinblau 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, befinden sich unter den Gliedern 
dieser Farbstoffe sowohl basische wie saure. Werden also z. B. 0,1 prom. 
Lésungen dieser Farbstoffe mit Natronlauge (2 Tropfen einer n/10 Lésung 
auf 2cem Farbstofflésung oder Wasserstoffsuperoxyd, 1 Tropfen einer 
20proz. Lésung auf 2 ccm Farbstofflésung) behandelt, so findet langsam 


1) L. Karczag, diese Zeitschr. 182, M. 1/3, S. 270. 
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eine vollkommene oder fast vollkommene Entfarbung der Farbstoff- 
lésungen statt, indem sich das Farbstoffmolekil unter Einwirkuny 
genannter Agenzien in die farblose Carbinolform intramolekular um. 
lagert. 

Dieser UmlagerungsprozeB ist, wie darauf noch spiter eingegangen 
wird, reversibel, und die Carbinole kénnen somit aus dem farblosen 
Zustande in entgegengesetzter Richtung farbig regeneriert werden. 
Diese Regeneration findet durch Zusatz von Sauren statt, welche 
sodann mit verschiedener Geschwindigkeit und Intensitit teilweise 
schon in der Kalte, teilweise unter Erwarmen stattfindet. Setzt man 
also zu den bereits durch NaOH oder H,0, entfirbten Proben 3 bis 
4 Tropfen n/10 Salzsiure hinzu, so findet die Regeneration des Farb- 
stoffs statt. Die durch Natronlauge entfirbten Proben werden durch 
Saiurezusatz ausnahmslos regeneriert. Unter dem EinfluB von H,0, 
entfarbten Proben verhalten sich jedoch die Farbstoffe beziiglich ihrer 
Regenerierbarkeit sowie Vollstindigkeit und Schnelligkeit der Regene- 
ration verschieden. 

Die intramolekulare Umlagerung der genannten Farbstoffe aus 
der farbigen labilen Form in die farblose stabile Carbinolform geht 
jedoch nicht nur unter dem Einflu8 genannter chemischer Agenzien 
(NaOH, H,0,) vor sich, sondern auch unter dem Einflu8 von Warme, 
Licht und strahlender Energie. 


Man kann sich davon durch Erwarmen und Kochen von verdiinnten 
Farbstofflésungen iiberzeugen, daB sie allmihlich abbleichen, und dal 
sie aus diesem Zustande durch Siurezusatz zuriickgewonnen werden 
kénnen. 


Die Umlagerung bzw. Farbenverlust der Triphenylmethanfarb- 
stoffe unter Lichtwirkung ist eine bekannte Tatsache, und eben diese 
Eigenschaft macht sie zu technischen Zwecken unbrauchbar, indem 
sie unter Lichtwirkung auf der Faser abbleichen. 

Unter dem Einflu8 von strahlender Energie ist der Verlust des 
Farbcharakters mehrerer Verbindungen dieser Kérperklasse ebenfalls 
beobachtet worden. So bleichen ab bzw. entfirben sich nach C. Doelter’) 
unter dem Einflu8 von Radiumbestrahlung fast vollkommen folgende 
Verbindungen: Fuchsin, Fuchsin 8, Methylgriin und Saureviolett. 

Wir sehen somit, daB derselbe UmlagerungsprozeB durch chemische, 
Wdrme-, Licht- und strahlende Energie in gleicher Richtung ausgelést 
oder unterhalten werden kann. Es sind somit die verschiedensten 
Energiearten befahigt, im Innern der Molekiile dynamische Vorginge 
auszulésen, welche zu isomeren Verbindungen mit neuen physika- 


1) C. Doelter, Das Radium ufd die Farben. 





Steinkopff, 1910. 
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lischen und chemischen Eigenschaften fiihren. Dieser Vorgang macht 
sich durch eine Farbeninderung der Verbindung erkenntlich. Unbekannt 
dirfte bisher die Umwandlung der intramolekular veranderlichen 
Substanzen unter dem Einflu8 von elektrostatischer Energie sein, auf 
welche wir durch folgende Versuche aufmerksam gemacht worden sind. 


Versuchsserie I. 
Elektropie durch kolloidale Ladungsstoffe. 
1. Versuche mit Kaolin. 


Es wurden etwa 2 bis 3ccm der lprom. Farbstofflésungen (der um- 
lagerungsfahigen Farbstoffgruppe) in einem Reagenzglase mit einer Messer- 
spitze Kaolin versetzt, durchgeschiittelt, einige Stunden lang in der Kalte 
stehen gelassen und sodann filtriert. Die Filtrate lieBen sich je nach ihrem 
Verhalten gegen Salzsiiure (zwei Tropfen einer n/10 Lésung und erhitzt) in 
zwei Gruppen teilen. Die Glieder der einen Gruppe sind durch Salzsiure 
nicht regenerierbar, die Farbstoffe werden vollstandig durch Adsorption aus 
der Farbstofflésung entfernt. Die Glieder der Gruppe 2, welche ebenfalls 
ein wasserklares Filtrat lieferten, lieBen sich durch die Salzsiurebehandlung 
sowohl in der Kalte wie durch Erwirmen mit verschiedener Intensitat 
regenerieren, als ein Zeichen dafiir, daB die Farbstoffe durch Kaolin um- 
gelagert und dadurch in dem farblosen Carbinolzustande ibergefiihrt 
wurden. Ganz besonders schén lassen sich diese Erscheinungen am Rot- 
violett, Fuchsin S und Wasserblau studieren. 

Die entfarbten wasserklaren Lésungen regenerieren tbrigens auf 
Filtrierpapier mit der Originalfarbe. So regeneriert Rosanilin stark auf 
Filtrierpapier und erleidet im Filtrate durch Salzsiure nur eine leichte 
Vertiefung. 

In folgendem sind die untersuchten Farbstoffe und die gewonnenen 
Resultate zusammengestellt: 





; - y Farbloses Filtrat durch HCl Unvollstandig, entfarbt durch 

Filtrat, gefarbt durch HCl regenerierbar. Starke Filtrier- HCl regenerierbar. 
nicht regenerierbar. papierreaktion. Filtrierpapierreaktion positiv. 
ceeueann: “7s Yael durch a durch 


Keine Filtrierpapierreaktion | 


L. — 


Rubin | Rosanilin + Lichtgriin + 
Kresofuchsin | Fuchsin + 
Methylengriin Magentarot +- 
Malachitgriin Fuchsin 8 ++—+++ 
Brillantgriin | Rotviolett +—-++ 
Jodgriin Wasserblau ++ 
Methylgriin 

Dahlia 

Methylviolett 

Gentianaviolett 

Kresylviolett 

Hoffmannsviolett 

Pyrrholblau 

Isaminblau 
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2. Versuch mit Schwefelblume. 


Wir haben unsere Farbstofflésungen (etwa 2 bis 3 cem) in zwei Reihen 
von Eprouvetten mit einer guten Messerspitze von Schwefelblume zu 
sammengebracht, ofters gut durchgeschiittelt und sodann die eine Reihe 
in der Kalte 24 Stunden stehengelassen, die andere leicht erwairmt, dure}. 
geschiittelt und filtriert. Der Kalteversuch zeigte schon nach 2 bis 3 Minuten 
eine starke Entfarbung von Fuchsin 8 und Rotviolett, nach etwa 1 Stunde 
von Kresylviolett. Die Proben wurden 24 Stunden stehengelassen und 
sodann filtriert. Ein farbloses bis minimal gefiarbtes Filtrat lieferte Fuchsin §, 
Rotviolett, Jodgriin, Methylgriin, Wasserblau, welche durch HCl mit einer 
Starke von ++ bis +++ regeneriert wurden, und sodann das Filtra: 
von Malachitgriin, welches durch HCl mit einer Spur regenerierte. 

Die iibrigen Farbstoffe lieferten mehr oder minder gefarbte Filtrate. 
Die Resultate der Wiarmeversuche stimmen mit demjenigen der Kilte- 
versuche iiberein, und so méchten wir von den Einzelheiten absehen und das 
Ergebnis der Versuche im folgenden zusammenstellen: 








Nicht entfarbt 


Stark entfarbtes Filtrat 


Fuchsin $8 Fuchsin 
Rotviolett | Rubin 
Brillantgriin Kresofuchsin 
Wasserblau | Magentarot 
Methylgriin | Hoffmannsviolett 
Jodgriin | Kristallviolett 
Kresylviolett Dahlia 

Lichtgriin 

Gentianaviolett 

Malachitgriin 

Rosanilin 

Pyrrholblau 


Die Regenerationsversuche mit Salzsiure ergeben folgendes Resultat: 





Regenerierbar mit einer Farbstirke von | Nicht regenerierbar 


Fuchsin 8 ++ Brillantgriin 
Rotviolett +++ Kresylviolett 
Wasserblau +++ 

Lichtgriin +-+—+++ 

Methylgriin ++ 

Jodgriin -+-+- 

Rosanilin -+-+- 

Malachitgriin (+) 

Pyrrholblau + — 

Gentianaviolett 
Methylviolett 
Rubin 
Kresofuchsin 


vertieft 


Die Filtrierpapierreaktion der Proben besitzt einen ganz anderen 
Charakter wie beim Kaolin. Im allgemeinen wird sie (im Gegensatz zu den 
Kaolinproben) stark gehemmt, so da8 die entfairbten Fliissigkeiten auf dem 
Papier nicht oder kaum farbig werden. Fuchsin 8, Rotviolett und die iibrigen 
entfarbten Proben verhalten sich diesbeziiglich gleich, nur Methylgriin, 
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Jodgriin und Rosanilin (vielleicht Wasserblau) bilden Ausnahmen, indem 
sie auf dem Papier eine Regenerationsfarbe zeigen. 

Fin interessantes Phanomen zeigte Fuchsin 8, Rotviolett und Lichtgriin, 
indem diese Farbstoffe nur am aufersten Rande des Filtrierpapiers spontan 
regenerierten (Randphainomen). Trocknet man das Papier an der Luft 
und klopft den Schwefel vom Papier ab, zieht es vorsichtig durch die Flamme, 
so werden die ungefarbten Teile farbig und auch die Randfarbe erleidet 
eine Vertiefung. 

Die Adsorptionsfihigkeit des Schwefels ist im allgemeinen sehr schwach. 
Fuchsin 8, Rotviolett, Lichtgriin farben den Schwefel nicht an, die iibrigen 
nur ganz leicht. Die Umlagerungsfihigkeit des Schwefels ist gegeniiber 
den umgelagerten Farbstoffen gering und im allgemeinen schwiicher als 
die des Kaolins. 


3. Versuche mit Casein. 


Aus unseren Erfahrungen, welche wir aus den Kaolin- und Schwefel- 
versuchen gewonnen haben, zogen wir den allgemeinen SchluB, daB je 
negativer die Ladung des Adsorbens, desto starker die Umlagerungsfihigkeit. 
Wir haben nun zur Entscheidung dieser prinzipiellen Frage Versuche mit 
Casein vorgenommen. Unsere Farbstoffl6sungen wurden daher mit einer 
Messerspitze Casein versetzt, gut durchgeschiittelt und etwa 1 Stunde 
stehen gelassen. Es war hierbei zunachst eine starke Adsorption der Farb- 
stoffe (ohne Riicksicht auf die saure oder basische Eigenschaft derselben) 
zu beobachten, das Casein farbte sich mit den Farbstoffen stark an und die 
Fliissigkeiten wurden farblos. Die Proben wurden nun filtriert und zwecks 
Regeneration mit Salzsiure versetzt. Keine der Proben regenerierte, der 
Zusatz von Salzsiure blieb wirkungslos. Es zeigte sich somit, daB das 
Casein die Farbstoffe nur adsorbiert aber nicht umlagert. Casein verhalt 
sich somit als eine Saéure und ist das schwichste Glied der gepriiften negativ 
geladenen Adsorbenzien. 


4. Versuche mit Kaolin, Schwefel wnd Casein. 


Falls der allgemeine Schlu8 — je schwacher negativ die Ladung, desto 
geringer, je stirker die negative Ladung, desto gréBer die Umlagerungs- 
fahigkeit — Giiltigkeit besitzt, so miissen die schwacher geladenen Glieder. 
— ebenso wie ein Metall das andere aus einer wisserigen Lésung abscheidet — 
die durch den starkeren bewirkten Entfairbungen regenerieren. Wir haben 
also Fuchsin 8, Magentarot durch Kaolin, Rotviolett und Lichtgriin durch 
Schwefel umgelagert, sodann die farblosen Filtrate mit Casein versetzt, ein 
paarmal durch die Flamme gezogen, wonach sich das interessante Resultat 
zeigte: das Casein regenerierte aus den farblosen Carbinolen unter gleich- 
zeitiger Adsorption, die Originalfarben, welche durch die starker negativ 
geladenen K6rper aus den farbigen Verbindungen gebildet worden sind. 
Fuchsin 8, Rotviolett und Lichtgriin regenerierten mit groBerer Farbstirke, 
Magentarot zeigte eine viel weniger nuancierte Regenerationsfarbe als die 
Originale. 


5. Versuche mit Nuclein und Natriwm-nucleinicum. 


Es standen uns geringe Mengen dieser Substanzen zur Verfiigung, 
wir begniigten uns daher mit Anstellung einiger Hauptproben mit Fuchsin §, 
Wasserblau, Rotviolett, Rosanilin Magentarot. 
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Die Versuche wurden wie oben ausgefiihrt, indem also die 1 pron 
Farbstofflésungen (2 bis 3 ccm) mit einer kleinen Messerspitze der Substanze:, 
durchgeschiittelt wurden. Es zeigte sich folgendes Resultat. Nuclein ent- 
farbte Fuchsin 8, Rotviolett, Wasserblau, in den Filtraten war jedoch 
kein Carbinol nachweisbar. Rosanilin und Magentarot wurden nicht entfarbt. 
Das Nuclein verhielt sich also wie das Casein. 

Natrium-nucleinicum entfarbte ebenfalls nur Fuchsin 8, Rotviolett 
und Wasserblau, die Lésungen lieferten aber eine positive Regenerations. 
probe als ein Zeichen dafiir, daB das Natrium-nucleinicum Umlagerungen 
zu bewirken imstande war. 

In den nachsten Versuchen haben wir folgende sowohl biologisch wie 
histologisch wichtige Proben vorgenommen. Wir entfarbten Fuchsin §, 
Rotviolett durch Natrium-nucleinicum, filtrierten ab, versetzten das Filtrat 
mit Nuclein und regenerierten nun durch diesen die Originalfarben. 


Das Ergebnis dieser Versuche lautet also: Das Nuclein bewirkt keine 
Umlagerungen, wogegen Natrium-nucleinicum solche zu bewirken imstande 
ist. Nuclein regeneriert die Carbinolbasen, welche durch die elektrope 
Wirkung des Natrium-nucleinicums gebildet wurden. 


6. Versuche mit Natrium-nucleinicum und Casein. 


Wir haben Fuchsin 8 durch Natrium-nucleinicum entfarbt, filtrierten 
ab, setzten zu den wasserklaren Filtraten eine Messerspitze Casein, schiittelten 
gut durch, zogen ein paarmal durch die Gasflamme und lieBen die Probe 
stehen. In einigen Minuten farbte sich das weiBe Casein rosarot und die 
ganze Fliissigkeit erschien in einer leicht roten Farbe als ein Zeichen 
dafiir, daB das Casein den durch Natrium-nucleinicum umgelagerten Farb- 
stoff regenerierte. 


7. Versuche mit Blutalbumin (Merck). 


Die Farbstofflésungen wurden in Reagenzglisern mit einer Messer- 
spitze von trockenem reinsten Blutalbumin zusammengebracht, durch- 
geschiittelt, iiber Nacht stehengelassen und dann filtriert. Die Resultate 
dieser Versuche sind in folgender Tabelle zusammengestellt: 








Farbloses bis wenig ge- HCl + Zusatz Stark gefirbtes tribe | 
farbtes, triibopaleszent bewirkt eine opaleszent durchlaufendes | 


Kaa ed Fteet Regenerationsstarke || Filtrat 


HCl «+ Zusatz 
bewirkt 


Fuchsin § |  Fuchsin Keine 

Rotviolett Kresofuchsin | Regene- 

Lichtgriin Magentarot ration 

Wasserblau > Rosalinin 

Pyrrholblau | Brillantgriin 

Methylgriin ~ Malachitgriin 
Kresylviolett 
Methylviolett 
Kristallviolett 
Dahlia 


Das Blutalbumin ist also auch imstande Umlagerungen zu bewirken. 


Die Umlagerungsfahigkeit steht derjenigen des Kaolins am niachsten 
und ist vielleicht eine noch allgemeinere. 
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8. Versuche mit Serumglobulin (Merck). 


Die Farbstofflésungen wurden mit einer Messerspitze Serumglobulin 
versetzt, gut durchgeschiittelt, 24 Stunden lang stehen gelassen, filtriert, 
und dann mit Salzsiiure versetzt, und schlieBlich erwirmt. Die Resultate 
sind in nachster Tabelle verzeichnet: 





Farbig (stark entfarbtes) 
Farbloses Filtrat lieferten © HCl- Behandlung aia Filtrat HCl- Behandlung 
ieferten 


Fuchsin S ~ Methylgriin Ohne Einflu8 
Methylgriin Stich Rotviolett > 
Jodgriin Ohne Einflu8 Wasserblau Ohne Einflu8 
Fuchsin . Pyrrholblau 
Lichtgriin . Rosanilin 
Hoffmannsviolett 

Brillantgriin 

Kresylviolett 

Dahlia 

Rubin is 

Gentianaviolett e 

Malachitgriin " 


Keine der Proben gab die Filtrierpapierreaktion. Die Substanz 
sammelte sich unter farbiger Adsorption der Farbstoffe am Boden der 
Reagenzgliser zusammen. 

Demnach besitzt Serumglobulin im Gegensatz zum Blutalbumin ein 
ganz minimales Umlagerungsvermégen und besitzt daher eine schwachere 
negative Ladung. Das Blutglobulin wirkt aber schwiacher als Casein und 
Nuclein, welche noch schwicher negativ als diese geladen ist. 


9. Versuch mit Euglobulin. 


Wegen Substanzmangel wurde Fuchsin 8, Rotviolett, Wasserblau, 
Lichtgriin, Pyrrholblau, Fuchsin mit wenig Substanz versetzt und stehen- 
gelassen. Die Farbstofflésungen nahmen immer eine intensivere Farbe an, 
als ein Zeichen der duBerst schwach negativen Ladung des Euglobulins, 
welche demjenigen des Caseins und Nucleins gleicht. 


10. Versuch mit Serumglobulin, Blutalbumin, Casein und Nuclein (Merck). 


In diesen Versuchen konnte gezeigt werden, da eine Lichtgriinlésung, 
welche durch Serumalbumin umgelagert wurde, aus dem fast farblosen 
Filtrate durch Casein und Nuclein starker, durch Serumglobulin schwacher, 
aber deutlich regeneriert werden konnte. 


11. Versuch mit Eieralbumin (Merck). 


Es wurden gepriift: Fuchsin 8, Pyrrholblau, Rotviolett, Wasserblau, 
welche mit einer Messerspitze Substanz versetzt wurden. Nach 24stiindigem 
Stehenlassen lieferten sie stark entfarbte (aber nicht ganz entfarbte) Filtrate, 
welche jedoch durch Salzsiurezusatz eine erhebliche Vertiefung erfuhren, 
als ein Zeichen dafiir, daB das Albumin ebenfalls eine elektrope Wirkung zu 
entfalten imstande war, welche jedoch eine geringere zu sein schien, als die 
des Blutalbumins. 




















L. Karezag: 


12. Versuch mit Deuteroalbumose (Merck). 


Es wurden Fuchsin, Fuchsin 8, Lichtgriin, Methvlviolett, Wasserbla,, 
Dahlia, Rubin, Pyrrholblau, Rotviolett mit einer Messerspitze Deuter. 
albumose versetzt. Die Substanz léste sich bald auf und bewirkte schon 
nach kurzer Zeit starke Entfarbungen von Fuchsin §, Lichtgriin, Wasser. 
blau, Pyrrholblau. Kleine abgegossene Proben erfuhren durch Salzsiure- 
zusatz und leichtes Erwirmen starke Regeneration. Die Proben wurden 
sodann 10 Stunden lang stehengelassen. 

Entfarbt wurden: Rotviolett, Fuchsin 8, Wasserblau. Stark entfarbt: 
Pyrrholblau. Wenig entfarbt: Lichtgriin. 

Nicht entfairbt: Fuchsin, Methylviolett, Dahlia, Rubin. Die entfarbten 
Flissigkeiten regenerierten nach Salzsiurezusatz. 

Deuteroalbumose besitzt also eine groBe elektrope Wirkung und stelit 
diesbeziiglich dem Albumin am nichsten. 


12a. Versuch mit Albumose (Merck). 

Rotviolett, Fuchsin 8, Wasserblau, Pyrrholblau, Lichtgriin wurden 
mit Albumose versetzt. Es entstanden bald starke triibe Lésungen, welclic 
sich jedoch nach 2 bis 3 Stunden stark entfiirbten. Nach Saiurezusatz losten 
sich die Niederschlage auf und die Farbstoffe regenerierten mit der Original- 
farbe. 

Albumin und Deuteroalbumose gleiclien sich also in ihren elektropen 
Wirkungen. 


13. Versuch mit Pepton. 


Die gleichen Farbstofflésungen wie im Versuch 12 wurden mit Pepton 
(reines amerikanisches Praparat) behandelt. Es fand schon nach kurzer 
Zeit eine Vertiefung der Farben statt, insbesondere der am stirksten um- 
lagerungsfahigen: Fuchsin §, Rotviolett, Wasserblau. 

Pepton gleicht also in seinem Verhalten dem Nuclein und Casein und 
besitzt keine elektrope Wirkung. 


14. Versuch mit Pepsin (Griibler ). 


Die gleiche Farbstoffreihe wie im Versuch 12 und 13 wurde mit Pepsin 
pulver versetzt. Es fand eine deutliche Verstirkung der Farben statt, als 
ein Zeichen dafiir, daB das Pepsin keine elektrope Wirkung in Richtung 
des Carbinols zu bewirken imstande war; das Pepsin verhilt sich gleicl 
dem Pepton, Nuclein, Casein, Euglobin (nach 24 Stunden Niederschlage 
bei Pyrrholblau und Kresylviolett). 


15. Versuch mit Trypsin (Griibler ). 


Die gleichen Farbstoffreihen wie in den Versuchen 12 bis 14 gaben 
nach Behandlung mit Trypsin fast die gleichen Resultate wie Deutero- 
albumose im Versuche 12. Die Proben entfarbten sich schon nach kurzer 
Zeit ziemlich stark. LEinige Proben, wie Fuchsin 8, Rotviolett, erhielten 
einen gelblichen, Wasserblau, Pyrrholblau einen griinlichen Stich. Sie 
wurden 5 bis 6 Stunden lang stehen gelassen und die Lésungen mit Salz- 
siure behandelt. Fuchsin 8, Wasserblau, Rotviolett wurden deutlich 
vertieft als ein Zeichen dafiir, daB das Trypsin eine gute elektrope Wirkung 
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in Richtung des Carbinols wie etwa Deuteroalbumose und Blutalbumin 
besitzt, und sich also entgegengesetzt wie Pepsin, Pepton, Nuclein, Casein 
und Euglobulin verhalt. 

16. Versuch mit Déuteroalbumose und Pepton. 

Die durch Deuteroalbumose entfarbten Farbstofflésungen von Fuchsin F, 
Rotviolett, Wasserblau konnten durch Pepton (direkte Zugabe zu den 
Lésungen) schwach regeneriert werden. 

Auf Grund der mitgeteilten Versuche sind in erster Linie bestimmte 
RegelmaBigkeiten in dem Verhalten der Farbstoffe festzustellen, welche die 
Zusammenstellung eines elektropen Farbstoffsystems erméglichen, in 
zweiter Linie sind auch die Ladungsstoffe auf Grund ihrer beobachteten 
Figenschaften in ein System zu bringen, und drittens weisen die beiden 
Systeme: dasjenige der Farbstoffe und der Ladungsstoffe, gewisse Be- 
ziehungen auf. 

System der Farbstoffe. 

Es ist aus den Versuchen klar ersichtlich, 

. daB die Sulfosiurefarbstoffe durch stark negativ geladene 
Kolloide leicht zu entfarben sind, die basischen dagegen 
kaum oder iiberhaupt nicht, 

. da8 die einzelnen Glieder innerhalb der sauren und der basischen 
Farbstoffgruppen eine verschiedene Empfindlichkeit gegeniiber 
den umlagernden Kolloiden aufweisen, 

. daB durch dies chwach negativ geladenen Kolloide, vornehmlich 
die Sulfosiurefarbstoffe, aus der farblosen Carbinolform farbig 
zu regenerieren sind, 

. daB die basischen Farbstoffe durch ihre groBe Adsorbierbarkeit 
ausgezeichnet sind, welche um so mehr ausgepragt ist, je mehr 
die negative Ladung des adsorbierenden Kolloids abnimmt. 

Wir kénnen demnach zwei Farbstoffgruppen unterscheiden, welche 
in einem Farbstoffsystem zusammengefaBt werden k6énnen. 

Die gemeinsame Eigenschaft der beiden voneinander scharf diffe- 
rierenden Gruppen, welche ihre Zusammenfassung in einem System 
erlaubt, ist das Verhalten der beiden Gruppen gegen chemische Agenzien, 
wie Laugen und Wasserstoffsuperoxyd, durch welche sie ohne Riick- 
sicht auf ihre physikalischen und chemischen Eigenschaften entfiarbt 
werden — und auf welche wir in dem phinomenologischen Teil bereits 
hingewiesen haben. 

Demnach ist also der Unterschied zwischen den beiden Farbstoff- 
gruppen kein qualitativer, sondern ein quantitativer, denn beide 
Gruppen werden durch die stark negativ geladenen OH-Ionen und 
Wasserstoffsuperoxyd entfairbt. Es soll jedoch erwihnt werden, 
daB die Empfindlichkeitsreihe der Farbstoffe in bezug auf diese 
chemischen Agenzien dieselbe ist, wie in bezug auf negativ geladene 
Kolloide. Wir méchten also das von uns experimentell gefundene 
Farbstoffsystem wie folgt charakterisieren : 
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Farbstoffsystem. 





Gruppe I 


Sulfosaurefarbstoffe: 
Negativ geladen 


Leicht entfarbt durch stark negativ 
geladene Kolloide 


Nicht bzw. schlecht adsorbierbar 
durch stark negativ geladene 
Kolloide 


Gut regenerierbar ausdem farblosen 
Carbinolzustande durch schwach 
negativ geladene Kolloide 


Reihenfolge: 
Rotviolett ~ Fuchsin S > 
Wasserblau > Lichtgriin ~ 
Pyrrholblau 


Gruppe II 


Basische Farbstoffe: 
Positiv geladen 


Nicht oder nur schwer entfairbt 
durch stark negativ geladene 
Kolloide 


Gut adsorbierbar durch stark nega- 
tiv geladene Kolloide 


Nicht oder unwesentlich regene- 
rierbar durch schwach negatiy 
geladene Kolloide 


Reihenfolge: 
Fuchsin > Malachitgriin ~ 
Methylviolett ~ Gentianaviolett ~ 
Kristallviolett 











Gemeinsames Verhalten der beiden Gruppen: Entfarbbarkeit durch Laugen 
und Wasserstoffsuperoxyd in der angegebenen Reihenfolge. 

Es folgt also aus den Beobachtungstatsachen der allgemeine 
SchluB, daB die negative Ladung der Farbstoffmolekiile die Umlagerung 
begiinstigt und erhéht, die positive dagegen erschwert und erniedrigt. 
Je leichter umlagerungsfaihig also ein Sulfosiiurefarbstoff, desto griBer 
notwendigerweise seine negative Ladung, und je schwerer entfarbbar 
also ein basischer Farbstoff, desto gréBer die positive Ladung des 
Farbstoffmolekiils. Wir méchten also mit Hinweis darauf, daB dic 
Empfindlichkeit der Farbstoffmolekiile durch das Vorzeichen und 
GréBe der Ladung bedingt ist, die oben angegebene Empfindlichkeits- 
skala als Ladungsreihenfolge der Farbstoffe bezeichnen. 


System der Ladungsstoffe. 

Es sei vorerst hervorgehoben, daB wir zu unseren Versuchen 
negativ geladene Ladungsstoffe kolloider Natur verwendeten, welche 
sich ebenso wie die Farbstoffe in eine Ladungsreihenfolge ordnen lieBen, 
welche wir in folgender Zusammenstellung zuriickgeben. In dieser 
Zusammenstellung sind auch die Sulfosiurefarbstoffe als negativ ge- 
ladene Kérper aufgenommen. 











Gruppe II 
’ Ubergangsglieder 


Gruppe III 
schwach negativ 


Gruppe I 
stark negativ 





Schwefel, Kaolin > Sulfosaurefarbstoffe 


BlutaJbumin 
Eieralbumin 
Blutalbumose 
Deuteroalbumose 
Trypsin 


Euglobulin 
Nuclein 
Casein 
Pepsin 
Pepton 


Cellulose 
Natriumnuclein 
Serumglobulin 
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Wir méchten auf Grund dieser Zusammenstellung versuchen, die 
experimentell beobachteten Erscheinungen zu erkliren. 

Befindet sich in einem System ein Sulfosiurefarbstoff und ein 
Glied aus der Gruppe I, so ladet sich das Wasser negativ auf und die 
Sulfosiure wird infolge elektroper Tautomerisation schneller oder 
langsamer (je nach der angewendeten Sulfosiure) entfirbt. Befindet 
sich in einem System ein Sulfosiurefarbstoff und ein Glied der nach- 
stehenden Gruppe II oder Gruppe III, so verhalt sich das Wasser so, 
als ob es positiv geladen wire, und die Farbstofflésung bewahrt somit 
ihre Originalfarbe. 

Befinden sich also in einem System zwei Glieder von zwei ver- 
schiedenen negativ geladenen Ladungsgruppen, so ist das Glied der 
niedriger stehenden Gruppe negativ, dasjenige der héherstehenden 
Gruppe positiv gegen den niedrigstehenden geladen, ebenso wie bei 
Berithrung zweier Metalle der Voltaschen Reihe eine Potentialdifferenz 
zwischen beiden besteht und sich der niedriger stehende positiv gegen 
den hodherstehenden aufladet. 


Der Zusammenhang der von uns beobachteten Erscheinungen mit der 
Coehnschen Regel') laBt viel Wahrscheinlichkeit zu. Coehn stellte be- 
kanntlich die Regel auf, daB sich jeder Stoff gegen einen Stoff von héherer 
Dielektrizitatskonstante negativ, gegen einen Stoff von niederer Di- 
elektrizitatskonstante positiv aufladet. Trotzdem in neuerer Zeit von 
J. Loeb und R. Beutner sowie R. Keller*) auf die groBe Bedeutung der 
Dielektrizitatskonstante bei Naturprozessen hingewiesen wird, méchten 
wir unsererseits eine Stellungsnahme beziiglich der Erklarung der von uns 
beobachteten Erscheinungen auf Grund der Coehnschen Regel, in Mangel 
exakter Messungen und trotz der verlockenden Wahrscheinlichkeit als 
verfriiht halten und méchten auch im weiteren unsere Beobachtungstatsachen 
als Grundlage der weiteren Betrachtungen beibehalten. 


Auer dem oben angefiihrten Verhalten der Farbstoffe und der 
Ladungsstoffe fanden wir noch die Adsorptionsprozesse auBerordentlich 
bezeichnend fiir die sich abspielenden Ladungsvorgiinge. Es wurde 
experimentell festgestellt, daB eine Adsorption der Sulfosiurefarbstoffe 
nur durch die héherstehenden Glieder, also durch diejenigen, welche sich 
gegen sie positiv verhalten, stattfindet, nicht aber durch die niedriger 
stehenden Glieder, welche in ihrer Gegenwart negative Ladungen erzeugen. 

Hier ist also dieselbe GesetzmiaBigkeit wie bei der Voltaschen 
Spannungsreihe zu beobachten, indem ein positiv geladener Kérper 
aus seiner Lésung nur durch den schwicher positiv geladenen ab- 
geschieden wird, nicht aber durch einen starker positiven. Befindet 
sich also in einer Lésung das farblose Carbinol, so wird aus diesem 
der Farbstoff nur bei Anwesenheit der héherstehenden Glieder der 


1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentrationen. Springer, 1920. 
2) R. Keller, diese Zeitschr. Elektrohistologische Untersuchungen. 
Prag, Smichow, 1920. 
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Gruppe Il und III unter gleichzeitiger Adsorption regeneriert, «a 
sich die héher stehenden negativen Kolloide in Gegenwart der niedriger 
stehenden Sulfosiuren als positiv geladene Kérper verhalten. Eine 
Regeneration und somit Adsorption der Farbstoffe findet durch dic 
Glieder der niedriger stehenden Glieder der Gruppe I nicht statt. 

Mit Riicksicht darauf, daB wir in unseren Versuchen mit Far). 
stoffen und Kolloiden RegelmaBigkeiten beobachten konnten, welche 
eine grofe Analogie mit dem Gesetz der Kontaktelektrisierung der 
Metalle nach Volta aufwiesen, haben wir im folgenden einen Zusammen- 
hang zwischen der Voltaschen Spannungsreihe und dem Umlagerungs- 
vermégen der Metallionen gegeniiber unseren Farbstoffen aufzufinden 
versucht, indem wir auf Grund unserer an Kolloiden gewonnenen Er- 
fahrungen angenommen haben, da zwischen elektrostatischen Ladungen 
und Tautomerisationsvorgingen ein ursiachlicher Zusammenhang be- 
stehen muB. 


Versuchsserie II, 
Versuche mit Metallen und Metalloiden. 


Wir haben unsere Versuche in der Weise vorgenommen, daB wir etwa 
2ccm der 0,1 prom. Farbstofflésungen in Reagenzglaisern mit den Metallen 
(in Pulver, Stabchenform usw., so wie sie uns zur Verfiigung standen) in 
in Beriithrung brachten. Da wir leider iiber kleine Mengen der Metalle ver- 
fiigten, haben wir unsere Versuche hauptsichlich mit den beiden Anta- 
gonisten: Fuchsin S und Fuchsin angestellt und die Versuche nur nach 


MOdglichkeit auf andere Farbstoffe ausgedehnt. Wir mu8ten darauf 
vorderhand verzichten, mit einem jeden einzelnen Metall die ganze Farb- 
stoffreihe zu priifen, um so mehr, da dies auch nicht der eigentliche Zweck 
der vorliegenden Untersuchungsserie bildete. Es geniigte fiir und also 
hauptsachlich, die Versuche mit den Hauptprisentanten Fuchsin 8 und 
Fuchsin auszufiihren. 


A. Versuche mit Fuchsin S, Fuchsin usw. 


1. Magnesium (pulverformig, bedeckt die Kuppe des Reagenzglases). 
Fuchsin § in einigen Minuten entfarbt, Fuchsin in etwa einer Viertelstunde 
entfarbt. Salzsiurezusatz zu den Filtraten bewirkt eine Farbstoff- 
regeneration. 

2. Zink (Pulver und kérnig; etwa 1 bis 2g zu jeder Probe). Schnelle 
Entfarbung, besonders beim Schiitteln bis zur Farblosigkeit: Fuchsin, 
Kristallviolett, Hoffmannsviolett, Fuchsin 8, Rotviolett. Aus den ent- 
farbten Lésungen werden Fuchsin, Fuchsin 8, Rotviolett durch Salzsiure 
regeneriert. Die entfarbte Fuchsinlésung regeneriert durch die orangegelbe 
Zwischenfarbe. 

3. Blei (Spine 3 bis 5 Stiick zu einer Probe). Fuchsin, Fuchsin 8, 
Rotviolett wurden mit den Metall geschiittelt, schnelle Entfarbung der 
Sulfosiuren. Durch Salzsiure mit +-+-+ regeneriert. Nach 24 Stunden 
Fuchsin nur leicht entfarbt, nach 24 Stunden ist die Fuchsinlésung noch 
immer bis +++ gefirbt. 

4, Cadmium (3 cm langer runder Stab). Nach 5 bis 6, nach 24 und nach 
48 Stunden Fuchsin 8 entfairbt, Fuchsin unangegriffen. 
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5. Aluminium (Pulver, bedeckt die Kuppe des Reagenzglases). Versuch 
mit Rotviolett, Fuchsin S und Fuchsin. Nach 6 Stunden Rotviolett stark, 
Fuchsin 8 sehr stark, Fuchsin kaum entfarbt. Nach 24 Stunden Rot- 
violett vollstandig, Fuchsin S noch starker, Fuchsin etwas entfairbt. Nach 
48 Stunden Rotviolett vollstandig, Fuchsin S farblos, Fuchsin etwas entfarbt. 

6. Eisen (Pulver, Kuppe bedeckt). Nach 6 und nach 24 Stunden 
Fuchsin S ganz entfairbt, Fuchsin unangegriffen. Nach 48 Stunden 
Fuchsin § ganz entfarbt, Fuchsin fast unangegriffen. 

7. Kobalt (bohnengroBes Stiick). Fuchsin S nach 24 und nach 
48 Stunden unverindert, Fuchsin ebenfalls. 

8. Nickel (viereckig, Kantenlange etwa lem). Nach 24 und nach 
48 Stunden Fuchsin §S stark entfarbt, Fuchsin etwas heller. 

9. Kupfer (2 bis 3 linsengroBe Stiicke, rund). Nach 6 und nach 
24 Stunden Fuchsin §S leicht heller, Fuchsin unverandert. Roter runder 
Kupferstab etwa 0;8cm Durchmesser und 4cm Lange. Nach 6 und 
nach 48 Stunden Fuchsin § stark entfarbt, Fuchsin unverandert. 

10. Zinn (Stab von etwa 0,4mm Durchmesser, Kantenlinge 2 cm). 
Nach 24 und nach 48 Stunden Fuchsin S sehr schwach angegriffen, 
Fuchsin unangegriffen. 

11. Mangan (kleines, bohnengroBes Stiick). Nach 6 Stunden leichte 
Entfarbung von Fuchsin 8, Fuchsin unangegriffen. Nach 24 und nach 
48 Stunden stiarkere Entfarbung von Fuchsin 8, Fuchsin unangegriffen. 

12. Wismut (eckiges Stiick von lcm Durchmesser). Nach 24 und 
nach 48 Stunden Fuchsin 8 schwach entfairbt, Fuchsin unangegriffen. 

13. Quecksilber (etwa 2 ccm zu jeder Probe, gut geschiittelt). Keine 
nennenswerte Entfarbung selbst nach 48 Stunden von Rotviolett, Fuchsin 8 
und Fuchsin. 

14. Silber. 1. Draht von etwa 6cm Lange. Fuchsin S und Fuchsin 
bis 48 Stunden unverandert. 2. GroBe Silberschale in die 5 ccm Farbstoff- 
lésung gegossen wurden. Nach 48 Stunden FuchsinS ++ — +++, 
Fuchsin +++. 

15. Platin. 1. Kleines Platinblech. Fuchsin und Fuchsin § nach 
48 Stunden unverindert. 2. Kleine Platinschale, derselbe Befund nach 
24 Stunden wie oben. 

Ubersichtstabelle 
iiber die Entfarbung des Fuchsins § und Fuchsins nach 48 Stunden. 
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Versuche mit Wasserblau. 


Uber diese Versuche soll folgendes zusammenfassend berichtet werden, 
Entfarbung in etwa 1 Minute bis '/, Stunde durch Zn, Mg, Fe; starke 
Entfarbung in etwa 1 bis 3 Stunden durch Cd, Pb, Al, Cu, Co. Nach 24 Stun- 
den farblos Zn, Mg, Fe, Cd, Pb. Nach 24 Stunden gefarbt Al, Cu, Ni, Co. 
Nach 24 Stunden gefirbt Bi, Sn, Mn, Hg, Pt, Ag. 

Im folgenden méchten wir die beobachteten Adsorptionserscheinungen 
der Farbstoffe-an Metalloberfléchen kurz zusammenfassen. 

Die Metalle beschlagen sich mit den Farbstoffen wie mit einem Oxyd, 
insbesondere sollen aus unseren Beobachtungen folgende hervorgehoben 
werden: 

Sn beschlug sich mit Fuchsin S und Wasserblau in 24 Stunden, Cd in 
24 bis 48 Stunden. Cu, Pb, Ni, Al, Mn beschlugen sich wenig mit Fuchsin § 
und Wasserblau. Pb, Ni und auch Sn, Mn beschlugen sich insbesondere an 
den Ecken und Kanten mit Vorliebe. 

Die Farbstoffe waren weder durch starkes Schiitteln mit Wasser, 
noch durch starkes Reiben von der Oberfliche zu entfernen. 


Versuche mit kolloidalen Metallen. 


Es wurden etwa 2 ccm der Farbstofflésungen von Rotviolett, Fuchsin § 
und Wasserblau von 5 bis 6 Tropfen unserer zur Verfiigung stehenden 
kolloidalen Handelspraparaten: Fulmargin, Argochrom, Argentum kolloidale 
lprom. Kollargol, Elektroferrol zusammengebracht. Es erfolgte fast aus- 
nahmslos eine starke Entfarbung der Farbstoffe, welche nach einer Be- 
handlung der entfarbten Lésungen mit einem Tropfen n/10 Salzsiiure 
mit Leichtigkeit regeneriert werden konnten. Leider verfiigen wir nicht 
iiber reine kolloidale Metallésungen, jedoch geniigen die oben referierten 
Versuche iiber die prinzipiell wichtige Tatsache, da8 kolloidale Metalle 
die elektrope Tautomerisation zu bewirken imstande sind. Aus den mit- 
geteilten Versuchsserien ist trotz der groben Versuchsmethode zu ersehen, 
da8 die Metalle im groBen und ganzen eine Ladungsreihenfolge erkennen 
lassen, welche wie folgt, zusammengestellt werden kann: 














Gruppe I | Gruppe |] Gruppe 
Fuchsin §, Fuchsin 8, | Fuchsin 8, kaum 
gut entfairbend maBig entfirbend — bzw. nicht entfarbend 
Mg, Pb, Zn, Cd Al, Fe, Ni, Cu, Mn | Hg, Sn, Bi, Co, Ag, Pt 
Fuchsin, entfairbend Fuchsin, | Fuchsin,nichtentfarbend 
Mg, Zn wenig entfarbend | Ou, Cd, Hg, Sn, Co, 
Pb, Al, Fe, Ni, Bi, Mn | Ag, Pt 








Wir méchten die von Volia praktisch ermittelte Spannungsreihe der 
Metalle'), die durch Nernst ermittelte Spannungsreihe sowie die durch 
Bredig gefundene Zerstiiubungsreihenfolge im folgenden angeben: 


Volta: Zn, Cd (Pfaff), Pb, Sn, Fe, Cu, Ag, Pt (Pfaff). 
Nernst: Mg, Al, Mn, Zn, Cd, Fe, Co, Ni, Pb, Hg, Ag, Pt. 
Bredig: Mg, Al, Fe, Ni, Cd, Cu, Pt, Sn, Pb, Ag. 


1) Miiller-Pouillets Lehrb. d. Phys. 4, I. 1909. 
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Es soll hervorgehoben werden, daB wir aus diesen Rohversuchen 
keine detaillierte Folgerungen ziehen wollen; wir méchten nur erwihnen, 
daS Unstimmigkeiten auch in der Voltaschen Spannungsreihe, welche 
von spateren Autoren nachgepriift wurde, einerseits wegen der 
Beobachtungsfehler, andererseits wegen Unfeinheit der Metalle, 
beobachtet werden konnten, und daB wir uns mit der prinzipiellen 
Analogie in dem Verhalten der Metalle und Kolloide gegeniiber Farb- 
stoffen, sowie mit der Beobachtungstatsache begniigen, daB sowohl in 
der Entfarbung der Farbstoffe, wie in ihrer Abscheidung (Adsorption) 
baw. Regeneration aus dem farblosen Carbinolzustand RegelmiBig- 
keiten obwalten, welche mit den Prinzipien der Kontaktelektrisierung 
in auffallender Analogie stehen. 

Das elektrische Potential gibt sich also in einer Entfiirbung oder 


| in einer Adsorption bzw. Regenerationsadsorption kund, je nachdem 


das Potential des betreffenden Koérpers, des Metalles oder des Kolloids 
ein gréBeres bzw. ein kleineres ist als dasjenige des angewendeten 
Farbstoffes. Auf die Einzelheiten dieser Erscheinungen werden wir 
in den niachstfolgenden Erklirungsversuchen eingehen, und es soll 
zum Schlu8 das prinzipiell wichtige Resultat hervorgehoben werden, 
daB intramolekulare chemische Umlagerungen durch elektrostatische 
Krafte ausgelést werden kénnen, daB diese als aquivalente elektro- 
statische Adsorptionen betrachtet werden kénnen, und daB die Be- 
dingungen des elektrostatischen Ladungsgewichtes der Ionen und der 
Kolloide durch die Gesetze der Kontaktelektrisierung gegeben zu sein 
scheinen. 


Erkldrungsversuche der elektropen Erscheinungen. 
Die Farbstoffe. 


Wir miissen ein jedes Farbstoffmolekiil als ein fertiges, geschlossenes 
System von einem bestimmten Energiegehalt betrachten, welches sich 
aus den verschiedensten Energiearten, wie kinetische, molekulare, 
elektrische Energie usw., zusammensetzt und in der wisserigen Lésung 
ein bestimmtes elektrisches Potential besitzt. 

Wenn wir nun ein an sich geschlossenes System auBeren Krifte- 
einfliissen aussetzen, welche das Potential desselben zu veriandern 
suchen, so gehen an diesem mit dem Auge verfolgbare Veranderungen 
vor sich. Diese beruhen in ihrem Wesen darauf, daB die Farbstoff- 
molekiile in ihrem Innern eine bewegliche OH-Gruppe besitzen, welche 
durch die Fremdladung wie eine Galvanometernadel aus ihrer Ruhelage 
verschoben wird. Diese Verschiebung macht sich in einer Farben- 
inderung bzw. Entfairbung der Farbstofflésung bemerkbar. Bei diesem 
Vorgange bewegt sich also die negativ geladene OH-Gruppe in dem 
elektrischen Felde des Farbstoffmolekiils. Urspriinglich besitzt die 

24* 
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OH-Gruppe nicht die gehiigende kinetische Energie, um das Kraftfeld 
des Farbstoffmolekiils zu iiberwinden und sich dadurch freie Beweglich. 
keit zu verschaffen, denn frei beweglich sind nur solche Ionen, welche 
dazu die entsprechende kinetische Energie besitzen.. Nur die Fremd. 
ladung beeinfluBt die Bewegung der OH-Gruppe in dem Kraftfelde 
des eigenen Molekiilsystems. Es hingt von dem Sinn und der GréBe der 
Fremdladung ab, welche Veriinderungen sich im Molekiil abspiclen 
koénnen, denn die Erfahrung lehrte, daB durch negative Ladungen 
nicht nur negativ geladene, sondern auch positiv geladene Farbstoffe 
entfarbt werden. Positiv geladene Farbstoffe werden also auch nur 
durch negative Fremdladungen entfirbt, und zwar aus dem Grunde, 
weil der bewegliche Pol im Kraftfelde des Farbstoffmolekiils auch 
bei den positiven Farbstoffen, ebenso wie bei den negativ geladenen. 
die negative OH-Gruppe ist. Es ist aber auch selbstverstandlich, 
daB zur Bewegung der OH-Gruppe im elektrischen Felde eines positi\ 
geladenen Farbstoffmolekiils eine viel gréBere negative Fremdladung 
nétig ist als zur Verschiebung im Kraftfelde eines negativ geladenen 
Farbstoffs. Es folgt somit, daB zur Entfarbung des schwachst positiy 
geladenen Farbstoffmolekiils (Fuchsin) eine gréBere negative elektrische 
Fremdladung nétig ist, als zur Entfairbung des stirkst negativ geladenen 
Farbstoffs (Fuchsin 8), was mit den Tatsachen gut iibereinstimmt. 
Der Unterschied zwischen positiv und negativ geladenen, basischen und 
sauren Farbstoffen ist somit beziiglich ihres Verhaltens gegeniiber Fremd- 
ladungen kein gegensitzlich qualitativer, sondern nur quantitativer. 

Wir kénnen daher auf Grund unserer Beobachtungen und Be. 
trachtungen folgende SchluBsdtze aufstellen: 

1. Die Verschiebung der OH-Gruppe im elektrischen Felde des 
Farbstoffmolekiils wird in Richtung des Carbinolpunktes ausschlieBlich 
durch die negative Fremdladung bewirkt. 

2. Zur Entfarbung der positiv geladenen Farbstoffe ist em gréBeres 
Potential erforderlich als zur Entfarbung der negativen. 

Wir haben im vorigen gesehen, daB die Triphenylmethanfarbstoffe. 
einerlei ob sie positiv oder negativ geladen sind, nur durch Zufuhr 
negativer elektrostatischer Ladungen tautomerisiert werden k6nnen. 
Die Carbinole entstehen also auf elektrostatischem Wege. Die intra- 
molekularen Umlagerungen werden durch elektrostatische Krafte aus- 
gelést und unterhalten. Wir nannten diejenigen Substanzen, welche 
dadurch ausgezeichnet sind, daB sie in ihrem Molekil durch elektro- 
statische Ladungen chemische Veranderungen erleiden, elektrope Su)- 
stanzen, die Erscheinung selbst Elektropie und den Umwandlungsproze! 
elektrope Umwandlung. Die intramolekulare Umlagerung der Tripheny!- 
methanfarbstoffe stellt also nur eine Art der elektropen Umwand- 
lungen dar und wurde als elektrope Tautomerisation bezeichnet. 
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Die Ladungsstoffe. 

Wir haben bereits nur den allgemeinen Fall besprochen, welcher sich 
abspielt, sobald auf das Farbstoffgrundsystem eine Fremdladung ein- 
wirkt, welche das Energiegleichgewicht desselben zu verandern sucht. 
Vergegenwartigen wir uns nun diejenigen Verhaltnisse, welche sich 
beim Auflésen der positiv und negativ geladenen Farbstoffe im destil- 
lierten Wasser abspielen. 

Betrachten wir zunachst als Grundsystem ein negativ geladenes 
Farbstoffmolekiil in dem Anfangszustande als Pseudoammoniumbase. 
Diese beladt sich in der wiasserigen Lésung mit einer positiv geladenen 
lonenschicht, welche aus Wasserstoffionen des Wassers besteht, und 
mit der negativen AuBenschicht, welche von den OH-Ionen des Wassers 
gebildet wird. Dieser LadungsprozeB geht bis zur Erreichung eines 
elektrostatischen Gleichgewichts vor sich, so daf am Ende des Prozesses 
die AuBenschicht genau so stark negativ geladen ist, wie das im Innern 
befindliche Farbstoffmolekiil. 

Beim Auflésen eines positiv geladenen Farbstoffs im Wasser spielt 
sich das Umgekehrte des obigen Prozesses ab. Die Ladung der AuBen- 
schicht reprisentiert also das Vorzeichen und die Ladungsstiirke des 
Ladungskorpers. Negativ geladene Farbstoffe laden also das Wasser 
negativ, positiv geladene Farbstoffe dagegen positiv auf, und zwar 
mit einem Betrage, welcher der Ladungsstirke des Farbstoffmolekiils 
entspricht. 

Was geschieht nun mit einer solchen, im elektrostatischen Ladungs- 
gleichgewicht befindlichen wiasserigen Farbstofflésung, falls auf die 
Farbstoffmolekiile eine fremde Ladung einwirkt? Diejenigen Stoffe, 
welche ungeachtet ihrer chemischen Natur bzw. ihres speziellen che- 
mischen Aufbaues eine Verschiebung des Ladungsgleichgewichts hervor- 
rufen und dadurch elektrope Wirkungen entfalten, nannten wir Ladungs- 
stoffe. Die elektrostatische Wirkung dieser Ladungsstoffe auf die 
Farbstoffmolekiile, falls sie sich im selben Medium (Wasser) befinden, 
ist keine unmittelbare, sondern eine mittelbare. Die hohe Dielektri- 
zitatskonstante des Wassers schwicht nimlich die elektrostatische 
Aufeinanderwirkung der beiden Ladungen, und es spielen sich nun 
im Wasser um den zugesetzten Ladungsstoff — ungeachtet um das 
Vorhandensein der anwesenden Farbstoffmolekiile — bis zur Erreichung 
des Ladungsgleichgewichts die gleichen Prozesse ab wie beim Auflésen 
der Farbstoffe in Wasser. 

Eine Bedingung ist jedoch, daB der Ladungsstoff das Ionen- 
gleichgewicht des Wassers durch Abspaltung von H- oder OH-Ionen 
oder durch hydrolytische Spaltung des Wassers nicht zu stéren vermag, 
daB dabei Adsorptionsprozesse etwa durch ungleiche Adsorption der 
H- und OH-Ionen nicht stattfinden, daB Konzentrationsverinderungen 
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durch Adsorption der Farbstoffmolekiile nicht entstehen. Ist namlich 
der Ladungsstoff eine Saiure, so sind freie, positiv geladene Wasserstoff. 
ionen in Lésung, welche das Wasser infolge ihrer auBerordentlichen 
starken Ladungen positiv aufladen, dessenungeachtet, ob das Wasser 
durch das Farbgtoffmolekiil positiv oder negativ aufgeladen war. [st 
der Ladungsstoff ein Alkali, so wird das Wasser ungeachtet auf das 
praexistierende elektrostatische Ladungsgleichgewicht negativ auf. 
geladen. Ist der Ladungsstoff ein Neutralsalz, so liegt, angenommen, 
daB zwischen Neutralsalz und Farbstoffmolekiil keine chemische 
Reaktion und kein kolloidchemischer Proze8 (z. B. Fallung) statt- 
findet, keine Stérung des Ladungsgleichgewichts vor. Findet bei der 
Auflésung einer Verbindung hydrolytische Spaltung des Wassers in 
den Ionen statt, so wirken ebenfalls die H- bzw. OH-Ionen, welche 
die stirkst geladenen aller Tonen sind. 


Elektropie durch Kolloide. 


Es ging aus den mitgeteilten Versuchen hervor, daB ebenso wie 
sich bei Berithrung zweier positiv geladener Metalle das eine negativ 
gegen das andere auflidt, bei Beriithrung zweier negativ geladener 
Kolloide, falls zwischen beiden eine Potentialdifferenz besteht, das 
eine positive Ladung gegen das andere annimmt. 

Befinden sich also in einem System zwei negativ geladene Kolloide, 
so ladet sich das schwacher negativ geladene positiv gegen das stirker 
negativ geladene auf. Ist das Kolloid stirker negativ geladen als ein 
negativ geladenes Sulfosiurefarbstoffmolekiil, so entfairbt sich die 
Farbstofflésung. Besitzt aber das Kolloid ein geringeres Potential 
als das gleichsinnig geladene Farbstoffmolekiil, so findet eine positive 
Aufladung des Kolloids statt, die Farbstofflésung veraindert die Farbe 
nicht, es findet vielmehr eine Adsorption des Farbstoffs bzw. ihre 
Regeneration aus dem farblosen Carbinolzustande unter Adsorption 
statt. 


Elektropie durch Metalle. 


Befassen wir uns vorerst mit dem Ladungssystem (Farbstoff- 
ladung—Wasserladung gleich negativ). Wird in ein solches System 
ein festes Metall getaucht, so wird sich folgender Proze8 einstellen. 
Das Metall sendet positive Ionen von bestimmter Ladungsgréfe in 
Lésung, welche das Ladungsgleichgewicht des Systems zu verandern 
suchen. Die positiven Metallionen werden unmittelbar durch dic 
OH-Pole der Wassermolekiile umschichtet, wodurch in der AuBenzone 
der Metallionen eine positive Ladung der H-Schicht sich befindet. Dieser 
Vorgang spielt sich jedoch nicht momentan ab, sondern allmahlich, und 
dauert so lange, bis ein Ladungsgleichgewicht zwischen Metallionen 
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und Wasserstoffmolekiilen sich eingestellt hatte. Gleichzeitig flieBen 
aber in diesem flieBenden Richtungsstrome, in welchem sich die Wasser- 
molekiile mit ihren OH-Polen den Metallionen zuwenden, auch die 
Farbstoffmolekiile mit ihren negativ geladenen AuBenschichten. Die 
OH-Schicht der Farbstoffmolekile schleppt somit das mit ihm zu- 
sammenhangende elektrostatische System (Hydroxyl—Wasserstoff— 
Farbstoffmolekiil) bis zur Grenze der inneren positiven Ionenschicht, 
Der Farbstoff befindet sich also in der (positive Ionenschicht um- 
gebenden) negativen Ionenschicht, also in einer negativ geladenen Zone 
in unmittelbarer Nahe des Metalls. Ist die Ladung der negativen 
Schicht gréBer als die der positiven Schicht des Farbstoffs, so befindet 
sich das System in einem negativen Felde, welches laut unserer Aus- 
einandersetzungen den Ablauf des elektropen Vorganges, das ist die 
Entfarbung der Farbstofflésung, bewirken muB. 

Das Hineinschleppen des Farbstoffmolekiils in die negative Zone 
der Metalle hat auch noch andere Konsequenzen. Da namlich die 
negativ geladene Schicht das Bestreben hat, die Oberfliche zu ver- 
kleinern, stehen die im Innern dieser Schicht befindlichen Carbinol- 
molekiile unter einem erhéhten Drucke, wodurch die Carbinolmolekiile 
in die positive Ionenschicht hineingepreBt werden, wodurch eine Ad- 
sorption der Carbinole unter Regeneration der Farbstoffe auf der 
Metalloberfliche zustande kommt. 

Schon an dieser Stelle sei hervorgehoben, daB bei Adsorptions- 
prozessen im allgemeinen das Vorzeichen der elektrostatischen Ladung 
des Absorbens und Adsorptes von prinzipieller Bedeutung ist und den 
Ladungsdruck bestimmt. Ein adsorbierbarer K6érper kann sich also 
unter Umstianden so verhalten, als ob er unter einem erhéhteren oder 
erniedrigten Drucke stehen wiirde. Es kommen also nicht nur die 
elektrostatischen AbstoBungs- bzw. Anziehungskrifte, sondern auch 
die durch diesen erzeugten Ladungsdrucke in Betracht. Unterwerfen 
wir nun das System (Farbstoffladung—Wasserladung gleich positiv) 
analogen Betrachtungen, so ist es klar, daB sich in einem positiven 
Kraftfelde kein elektroper Vorgang, also kein Entfarbungsproze8 ab- 
spielen kann, da ja dieses das Vorhandensein eines negativen Kraft- 
feldes fordert. Wir miissen daher das System (Farbstoffladung— Wasser- 
ladung gleich negativ) in Abhingigkeit von der Natur des angewendeten 
Metalls weiter betrachten. 

Die Metalle besitzen verschiedene Lésungstensionen. Metalle von 
geringer Lésungstension entfalten daher, falls die Ladung der negativen 
AuBenzone eine schwichere oder die gleiche ist, als negative Schicht 
des Farbstoffs keine elektrope Wirkung. Metalle von mittelgroBer 
Lésungstension, welche eine gréBere Kraftfeldstirke als die Farbstoff- 
molekiile im Wasser erzeugen, bewirken daher eine langsame und 
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unvollstaéndige Entfarbung der Farbstofflésungen. Metalle mit gro{jor 
Lésungstension, welche starke negative Kraftfelder erzeugen, welche 
diejenige der Farbstoffmolekiile iibertreffen, bewirken eine schnelle 


und vollstandige Entfirbung der Farbliésungen. 


Weiteres zur Kennzeichnung der elektropen Substanzen. 
Wir haben in den speziell konstituierten Triphenylmethanfar)- 
stoffen elektrope Substanzen kennen gelernt, welche also die Fahigkeit 
besitzen, unter dem EinfluB elektrostatischer Ladungen sichtbare 


intramolekulare Umlagerungen zu erleiden. Wir erkannten, daB diese 


Substanzen, welche durch ihre hohe Empfindlichkeit gegen chemische, 
warme-, lichtstrahlende Energie ausgezeichnet sind, durch die elektro- 
statische Energie wesentlich beeinflu8bar sind. 

Die Auffindung der elektropen Substanzen ist von héchster Wich- 
tigkeit, sowie auch die Kenntnis ihrer Umwandlungsarten. Vor allem 
miissen wir aus diesem Gesichtspunkte zwischen elektropen und an- 
elektropen Substanzen unterscheiden, und die elektropen_beziiglich 
ihrer Umwandlungsarten in sichtbar und unsichtbar veranderliche 
Gruppen einteilen. Die elektrope Veriinderung der Farbstoffe offenbart 
sich in einer Entfarbung oder Farbenregeneration [Farbenumschlag ')]. 
Bei allen diesen Veriinderungen, welche sich als sichtbare, mit dem 
Auge kontrollierbare Vorgiinge erkenntlich machen, bleibt die Summe 
der an dem elektrodynamischen Vorgange beteiligten konstituierenden 
Atome des Molekiils (abgesehen von Hydratations- und Dehydratations- 
vorgingen) konstant. 

Es gibt nun Farbstoffe, welche reversibel, und solche, welche ir- 
reversibel umgelagert werden”), und wir kénnen daher die elektropen 
Farbstoffe in reversibel und irreversibel tautomerisierende Farbstoffe 
einteilen. 

Wir sind nach jahrelangen Erfahrungen darauf aufmerksam ge- 
macht worden, daB das Wasserstoffsuperoxyd, welches auf Grund seiner 
eigenen elektrostatischen Ladung als Ursache zahlreicher elektroper 
Umwandlungen dient, durch gewisse Ladungsstoffe selbst eine elektrope 
Umwandlung erleiden kann, welche in einer Zerlegung seines Molekiils 
in Wasser und Sauerstoff besteht. 

Zum besseren Verstandnis sei darauf aufmerksam gemacht, dali 
das Wasserstoffoxyd und die Triphenylmethanfarbstoffe. gegeniiber 
elektrostatischen Ladungen ein analoges Verhalten zeigen. 


1) Die Beziehungen zwischen Farbenumschlag und Dispersitiat der 
elektropen Farbstoffe werden auf Grund der Wo. Ostwaldschen Lehre 
(Koll. Chem., Beihefte 10, 1919) gesondert studiert. 

*) L. Karczag, diese Zeitschr. 182, 270, 1922. 
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Wir sahen bereits, daB die Farbstoffe durch OH-Ionen und nega- 
tive Ladungen aus de.n labilen Farbstoffzustande in den stabilen 
Carbinolzustand iibergefiihrt werden. Die Wasserstoffionen und posi- 
tiven Ladungen bewirken den entgegengesetzten Vorgang, sie tiber- 
fihren somit die Carbinole in Farbstoffe. Die Erfahrung lehrt, daB 
das Wasserstoffsuperoxyd ein analoges Verhalten wie die Farbstoffe 
aufweist. Sauren und positive Ladungen wirken auf Wasserstoff- 
superoxyd stabilisierend, zersetzungshemmend, Alkalien und negative 
Ladungen dagegen zersetzend!). Das Wasserstoffsuperoxyd erleidet 
daher unter dem Einflu8 negativer elektrostatischer Ladung eine un- 
regenerierbare Zerstérung, welche wir uns wie folgt vorstellen méchten. 

Denken wir uns unter den vielartigen Bildungsweisen des Wasser- 
stoffsuperoxyds diejenige in atmosphirischer Luft bei Gewittern und 
betrachten wir den Augenblick, in dem ein Blitz durch die Atmosphire 
schligt. Es werden sich Sauerstoffatome, welche wir uns als rotierend 
von ellipsoidartiger Figur vorstellen und bei denen die Pole die La- 
dungen tragen bzw. die Affinitaten bedeuten, gleichzeitig an beiden 
Polen mit zwei positiven Wasserstoffatomen beladen, wodurch ein 
elektroneutrales Wasserstoffmolekiil entsteht. Es werden sich aber 
gewisse Sauerstoffatome nicht gleichzeitig an beiden Polen symmetrisch 
mit Wasserstoffatomen beladen, und es wird ein Augenblick entstehen, 
in dem sich freie negative OH-Gruppen bilden. Diese O H-Gruppen be- 
sitzen jedoch an der Stelle der freien Ladung laut Verteilungsprinzip 
der Elektrizitét auf die Oberfliche eine gréBere Ladungsdichte. Das 
Sauerstoffatom, welches also im atomistischen Zustande die Form eines 
eiférmigen Konduktors besitzt, dessen Potentialflichen an den spitzen 
Enden gleich stark verdichten, aéndert also durch Bindung eines Wasser- 
stoffatoms seine Oberfliiche, wodurch die freie Ladung und somit auch 
die elektrische Kraft des Atoms eine Anderung erleidet. 

Wenn wir uns nun vorstellen, daB solche elektrostatisch unsymme- 
trische OH-Gruppen einerseits mit H-Atomen, andererseits mit anderen 
freien OH-Gruppen zusammenstofBen, so entstehen dadurch im ersten 
Falle symmetrische elektroneutrale Wassermolekiile, im zweiten Falle 
jedoch Doppelhydroxyle als elektrostatische Anlagerungsverbindungen. 
Die Anlagerung der OH-Gruppe erfolgt dort, wo die negative Ladung 
der Oberfliche eine geringere Dichte besitzt; die elektrostatische Kon- 
stitution des Wasserstoffsuperoxyds diirfte also in diesem Falle wie 
folgt aussehen: H—O 


~ | Elektrostatische Gleichgewichtszone. 


O—H 


1) Interessante Analogien mit den elektropen Farbstoffen weist das 
H,O, in seinem Verhalten gegen Ladungsstoffe in den Versuchen von 
Inesegang auf. Siehe Beitriage zu einer Kolloidchemie des Lebens 1909, 5. 62. 
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Diese Entstehungsdynamik der Wasserstoffsuperoxydmolekiile 
bzw. die geschilderte elektrostatische Konstitution wirde uns manche 
Erfahrungstatsachen erklaren: 

1. die negative Ladung des Wasserstoffsuperoxyds, 

2. die starkere negative Ladung des Wasserstoffsuperoxyds als 

diejenige der Hydroxylionen, 

3. die Analogie in dem chemischen Verhalten des Wasserstoff- 

superoxyds mit Laugen, 

4. die Zersetzlichkeit des Wasserstoffsuperoxyds (bzw. seine Neigung 

zur Explosion) insbesondere durch Laugen. 


Nehmen wir nun an, daB eine extramolekulare negative Ladung 
infolge elektrostatischer AbstoBungsgriinde die Oberfliche des Wasser- 
stoffsuperoxyds zu verkleinern sucht.’ Sobald infolge dieser Druck- 
wirkung die beiden OH-Gruppen, welche sich voneinander in einer 
durch elektrostatische Gesetze genau bestimmten Entfernung befinden, 
gezwungen sind, ihre Stellen zwecks Oberflichenverkleinerung zu ver- 
lassen, so entstehen dadurch neue elektrostatische und chemische 
Prozesse. Es erfolgt eine Verkleinerung der Oberflaiche unter Ab- 
spaltung von atomistischem Sauerstoff unter Bildung eines bestandigen 
chemischen Kérpers, dem symmetrisch gebauten elektroneutralen 


Wasser und 
| 
H-/ O— 


In diesem Augenblick kann von einem einseitig hydratisierten Sauerstoff- 
molekiil gesprochen werden, 


(OH, . 0). 


Bei weiterem Zerfall, insbesondere in der Warme, dehydratisiert 
sich das Sauerstoffatom, indem es sich mit einem anderen zu einem 
Molekiil vereinigt und in Gasform entweicht. 


Demnach kann die Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds als ein 
elektrostatischer Vorgang aufgefaBt werden. Diese elektrostatische Um- 
wandlung ist, sobald der atomistische Sauerstoff in Gasform entweicht, 
ein sichtbarer Vorgang, ebenso wie die elektrostatische Entfairbung 
bzw. Farbenregeneration der elektropen Farbstoffmolekiile. Das Auf- 
treten der Gasblasen stellt das letzte nicht umkehrbare Stadium eines 
elektrostatischen Stabilisierungsvorganges vor. 


Die Zerlegung des Wasserstoffsuperoxyds durch elektrostatische 
Ladungen stellt also einen typischen irreversiblen Vorgang vor, bei 
dem die Zahl der Atome infolge elektrostatisch bewirkter Zersetzung 
des Molekiils im Endzustande eine geringere ist als im Anfangszustande. 
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Zam SchluB sei noch erwaihnt, daB das Wasserstoffsuperoxyd als 
elektrope Substanz ebenso wie die elektropen Farbstoffe noch die 
Eigenschaft besitzt, unter dem Einflu8 von Warme-, Licht- und strah- 
lender Energie zersetzt zu werden. Auf Grund unserer Ausfiihrungen 
kommen wir zu einer genaueren Definition der Elektropie. Die elektrope 
Kigenschaft ist eine Teileigenschaft konstitutionell veranderlicher, 
gegen die verschiedenen Formen von Atherschwingungen auBerst 
empfindlicher Kérper, welche wir am besten mit dem Sammelnamen: 
dystrope Substanzen bezeichnen méchten. Die Bezeichnung Elektropie 
bedeutet also nur die Verinderlichkeit durch die elektrostatische 
Energie, ebenso wie die Phototropie die Veranderlichkeit durch Licht, 
Thermotropie durch Warme, Radiotropie durch die radioaktive Strahlung 
bedeutet. 


Die Elektropie als primdrer Vorgang in zusammengesetzten Systemen. 

Wir haben bereits experimentell bewiesen, da chemische Ver- 
bindungen unter dem Einflu8 von elektrostatischen Ladungen in 
ihrem Molekilbau derart verindert werden, daB dadurch Verbindungen 
mit neuen physikalischen und chemischen Eigenschaften entstehen. 
Die elektrostatischen Ladungen induzieren somit im Innern der Mole- 
kiile chemische Prozesse. 

Im weiteren Ausbau dieser elektropen Umwandlungen méchten 
wir im nachsten iiber Versuche berichten, aus denen die prinzipiell 
wichtige Tatsache hervorgeht, daB die elektrostatische Attraktion unter 
Umstinden eine weit gréBere Kraft als die chemische Affinitdt darstellt, 
und daB in zusammengesetzten Systemen unter dem EinfluB der elektro- 
statischen Ladungen die elektrope Tautomerisation primar abléuft, ehe 
sich die chemischen Umwandlungsprozesse einstellen. 

Wir wahlten zum Studium dieser Erscheinungen die katalytische 
Zerstérung von Farbstoffen durch Wasserstoffsuperoxyd und Eisen- 
chlorid als Oxydator. 

Wir haben bereits in friitheren Versuchen festgestellt, daB eine 
groBe Anzahl von Farbstoffen durch Wasserstoffsuperoxyd und Metall- 
salze als Katalysatoren in unregenerierbarer Weise zerstért werden 
kénnen 4). 

Wir haben ferner in vorhergehenden Ausfiihrungen darauf hin- 
gewiesen, daB die Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds als ein elektro- 
statischer Vorgang aufgefaBt werden kann, und daB die sichtbare 
Sauerstoffgasentwicklung das letzte Stadium eines elektrostatischen 
Stabilisierungsvorganges darstellt. Wie sahen aber, daB das Wasser- 
stoffsuperoxyd vermége seiner stark negativen Ladung als ein Ladungs- 


1) L. Karczag, diese Zeitschr. 117, 69; 119, 16. 
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stoff wirken und die elektrope Umwandlung von Farbstoffen ver- 
anlassen kann. In einem System, in dem sich ein elektroper Farbstoff 
und Wasserstoffsuperoxyd befinden, fungiert letzteres als Ladungs- 
kérper. In einem System, wo Wasserstoffsuperoxyd und Ferriionen 
zugegen sind, fungiert das Wasserstoffsuperoxyd als Substrat, worauf 
seine Zersetzung durch den Katalysator hinweist. Bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von Farbstoff, Wasserstoffsuperoxyd und Ferriionen 
wirkt das H,O, als Ladungskérper auf den Farbstoff, erleidet aber 
selbst infolge seiner elektropen Natur eine Umwandlung bzw. Zer- 
setzung. 

Der in Freiheit gesetzte atomare Sauerstoff wird durch den 
Katalysator an die Farbstoffmolekiile verankert, wodurch diese in 
unregenerierbarer Weise zerstért werden. In einem System (elektroper 
Farbstoff + Wasserstoffsuperoxyd + Eisenchlorid) miissen sich also fol- 
gende Prozesse ablaufen: 

1. Elektrope Tautomerisation des Farbstoffmolekiils unter Ein- 

wirkung von Wasserstoffsuperoxyd als Ladungskérper, 

2. die elektrope Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds durch die 
Ferriionen als Ladungskérper, 

3. die Zerstérung des elektrop tautomerisierten Farbstoffs bzw. 
des farblosen Carbinols durch Verankerung von atomarem 
Sauerstoff durch die Ferriionen als Oxydatoren. 

Wahlen wir nun anstatt der elektropen Farbstoffe anelektrope 
zum Substrat, behalten aber unter gleichen Versuchsbedingungen das 
Wasserstoffsuperoxyd und das Eisenchlorid als Komponenten, so ist 
es klar, daB sich in diesem Falle, anstatt der vier oben angegebenen 
Prozesse, nur die drei letzteren verwirklichen kénnen. Sind also 
unsere diesbeziiglichen Voraussetzungen richtig, so miissen wir auch 
in der Lage sein, den primar einsetzenden elektropen Vorgang experi- 
mentell dadurch nachzuweisen, daB wir den farblos gewordenen Farb- 
stoff aus dem Carbinolzustande im geeigneten Moment regenerieren, 
bevor er gemif des dritten Teilprozesses chemisch zerstért wird. 

Ferner muBte sich ein Unterschied zwischen den Systemen mit 
elektropen bzw. anelektropen Farbstoffen darin kundgeben, daB bei 
ersteren die Inkubation der Sauerstoffentwicklung eine langere, bei 
letzteren dagegen eine kirzere Zeit aufweist, da ja im ersten Falle die 
elektrope Umwandlung des Farbstoffs primar ablaufen und fir sich 
eine gewisse Zeit in Anspruch nehmen muB. 

Wir haben also im nachsten zwei Versuchsserien angestellt, in 
denen wir die experimentelle Priifung unserer bereits erérterten Er- 
wagungen vorgenommen haben. 

Wir verwendeten zu unseren Versuchen frisch hergestellte Farb- 
stofflésungen, da sich die Herstellung aus konzentrierten Standard- 
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jssungen als ungeeignet erwies. Die Farbstoffe wurden daher auf der 
' analytischen Wage abgewogen und direkt zu 0,1 prom. Losungen ver- 
| arbeitet. Die Versuche wurden mit 2 ccm Farbstofflésung, mit einem 
' Tropfen 20proz. Eisenchloridlésung und zwei Tropfen einer 20proz. 
' gewodhnlichen Wasserstoffsuperoxydliésung ausgefiihrt. 








Versuch 1. 






Wir haben folgende elektrope Farbstoffe mit Eisenchlorid und Wasser- 
' stoffsuperoxyd behandelt: Fuchsin 8, Wasserblau, Lichtgriin, Fuchsin, 
» Rubin, Brillantgriin, Methylgriin, Kristallviolett, und warteten ab, bis sich 
die einzelnen Proben stark entfarbten. Sodann setzten wir nahe zur Ent- 
| farbungsgrenze einen Tropfen n/10 Salzséure hinzu, in der Annahme, dai 
der Farbstoff in diesem Stadium nur die elektrope Umwandlung durch- 
» gemacht hatte, chemisch aber noch unangegriffen ist, und sich infolgedessen 
' durch HCl regenerieren laBt. Es zeigte sich in der Tat, daB die Farbstoffe 
aus ihrem elektrostatisch erzeugten farblosen Carbinolzustande oft noch 
mit der alten Farbstarke zu regenerieren sind. 






















Versuch 2. 





Zu diesen Versuchen verwendeten wir elektrope und anelektrope 

Farbstoffe, welche wir dann in der oben angegebenen Weise mit Eisenchlorid 
und H,O, behandelten, wobei sich unser Augenmerk auf die Inkubationszeit 
der Sauerstoffentwicklung bzw. auf das Erscheinen der Sauerstoffgasblasen ; 
richtete. Die Beurteilung der Inkubationsdauer ist zwar oft schwierig, 
weshalb die angegebenen Zeitpunkte nur einen aproximativen Wert be- 
deuten. Wir mochten die erhaltenen Resultate in folgender Zusammen- 
stellung zuriickgeben: die elektropen Farbstoffe sind durch fettgedruckte 
Buchstaben, die anelektropen durch gewéhnliche Buchstaben kenntlich 
gemacht. 
Inkubationszeit 5 bis 10 Sekunden: Alizarinsulfosiure, Azoblau, Eosin, 
| Fluorescein, Crocein, Bordeaux, Anthracenblau, Biebricher Scharlach, 
q Coccinin, Purpurin, Gallein, Wollschwarz, Trypanrot, Magdalarot, Benzo- 
' purpurin, Anilingelb, Methylorange, Bismarckbraun, Tartracin, Nigrosin, 
3 irythrosin, Pyronin, Lichtgriin, Wasserblau. 

Inkubationszeit 15 bis 30 Sekunden: Rosanilin, Acridinrot, Anilinblau, 
Nilblau, Cyanin, Fuchsin 8, Kristallviolett, Kresylviolett, Dahlia, Isaminblau, 
Pyrrholblau, Malachitgriin, Methyiviolett, Gentianaviolett, Kresofuchsin, 
Nachtblau, Naphtholblau. 

Inkubationszeit 30 bis 60 Sekunden: Neutralrot, Methylenblau, 

' Fuchsin, Hoffmannsviolett, Brillantgriin, Methylgriin. 
: Es ist also auffallend, da’ die elektrostatisch umlagerungsfahigen 
'  Farbstoffe eine langere Inkubationsfrist der Sauerstoffentwicklung als die 
nicht umlagerungsfahigen besitzen. Die intramolekulare Umlagerungsreaktion 
durch die negative Ladung des Wasserstoffsuperoxyds verlauft also primar 
und beansprucht fiir sich eine bestimmte Zeit, weshalb die Zersetzung des 
Wasserstoffsuperoxyds gehemmt wird. 


























Wir haben also in den beiden oben mitgeteilten Versuchsreihen 
iiber den katalytischen ZerstérungsprozeB durch einen Oxydator (Fe™) 
und H,0O, folgendes feststellen kénnen: 
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1. Die katalytische Oxydation der. umlagerungsfaihigen Farbstoffe 
setzt sich aus zwei Prozessen zusammen: 

a) aus der elektropen Tautomerisation, welche primir abliuft und 
dadurch erkenntlich ist, daB die Originalfarbe der Verbindung 
aus diesem farblosen Stadium durch Salzsiurezusatz noch 
zurickzugewinnen ist, 

b) aus dem chemischen OxydationsprozeB, welcher erst sekundiir 
einsetzt und zu einer unregenerierbaren Zerstérung des Farb- 
stoffmolekils fiihrt. 

2. Das Wasserstoffsuperoxyd lést in erster Linie vermége seiner 
stark negativen Ladung einen primir einsetzenden elektrophysika- 
lischen Vorgang aus, und entfaltet bei Anwesenheit eines Oxydators (Fe) 
erst sekundar seinen chemischen Einflu8 als Oxydationsmittel. 

3. Die Inkubationsdauer der Sauerstoffentwicklung steht mit den 
elektropen Eigenschaften der Farbstoffe ebenfalls im Zusammenhang 
und ist somit ein Symptom ihres elektrostatischen Umlagerungs- 
vorganges, sowie des elektrostatischen Zersetzungsvorganges des Wasser- 
stoffsuperoxyds durch den Oxydator. Demgemaf besitzen also die 
elektrop tautomerisierenden Farbstoffe eine langere Inkubationszeit, 
die nicht umlagerungsfaihigen bzw. anelektropen dagegen eine kiirzere. 

Alle diese Ergebnisse bezeugen somit, daB die elektropen Um- 
wandlungen schneller als die chemischen Oxydationsprozesse ablaufen, 
und da die elektrostatische Attraktion unter Umstinden eine weit 
groBere Kraft als die chemische Affinitat darstellt. 

Das Schicksal einer Reaktion — und dies wire eine Folgerung 
von allgemeinerer Giiltigkeit — hingt somit von dem Ladungszustande 
der Kérper ab, in denen sie sich im Moment ihres Zusammenbringens 
befinden. Zuerst gleichen sich nach dem Zusammenbringen die elektro- 
statischen Ladungsprozesse der einzelnen Glieder aus, und erst dann 
folgt das Einsetzen der chemischen Reaktionen. DaB die Allgemein- 
giiltigkeit dieses Prinzips zutreffend sein dirfte, folgt auch aus den 
Versuchen, welche ich!) mit Hajés?) vorgenommen habe und aus denen 
der Einflu8 der elektrostatischen Ladungen auf den Ablauf und das 
Schicksal von katalytischen, bakteriologischen, serologischen, girungs- 
biologischen Prozessen usw. geniigend hervorgehen diirfte. Wie: bereits 
nachgewiesen wurde, ist die Reihenfolge, mit der die Komponenten 
eines Systems zusammengebracht werden, von entscheidendem EinfluB 
auf das Schicksal des sich abspielenden Prozesses. Der Ausgleich 
elektrostatischer Ladungen diirfte sich also primar verwirklichen, und 
erst dann diirfte sich der betreffende ,,spezifische‘‘ ProzeB einstellen. 


1) L. Karczag, diese Zeitschr. 122, 43, 1921. 
*) L. Karczag und K. Hajos, ebendaselbst, S. 52. 
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Diese Schliisse sind aus Versuchen auf verschiedensten Gebieten ge- 
zogen worden, und sie bediirfen vom Ciesichtspunkte der elektropen 
Umwandlungen eine ausdriickliche Betonung, da sie die primir ab- 
laufenden Prozesse unter Einwirkung der primar ablaufenden elektro- 
statischen Ausgleichsprozesse darstellen. 

Die angefiihrten Beispiele bezeugen somit die Wichtigkeit des 
Umstandes, ob in einem System das Substrat, die ,,materia peccans*, 
elektrope Eigenschaften besitzt oder nicht. Wir werden noch in den 
spiter eingehend mitgeteilten Versuchen tiber Adsorptionssysteme ganz 
analoge Erscheinungen kennenlernen. Ebenso wie sich in katalytischen 
Systemen die elektrope Umwandlung des Substrats unter dem EinfluB 
eines Ladungskérpers schneller als der chemische OxydationsprozeB 
verwirklicht, ebenso laiuft die elektrope Umwandlung des Farbstoffs 
unter der elektrostatischen Wirkung des Adsorbens primar ab, und 
erst sekundir nimmt der eigentliche AdsorptionsprozeB seinen Anfang. 


Es soll an dieser Stelle auf die wichtigen Arbeiten von EH. Erlenmeyer ') 
hingewiesen werden, der auf Grund ausgedehnter Untersuchungen iiber 
die intramolekulare Umlagerung stereoisomerer Verbindungen die Ansicht 
vertritt, daB asymmetrisch gebaute Molekiile Sitz von physikalischen Kraften 
sind, welche auf die atomistische Anordnung anderer Molekiile einen 
dirigierenden Einflu8 auszuiiben imstande sind. AuBer dieser Induktions- 
wirkung itibt die physikalische Kraft der asymmetrischen Molekiile einen 
wesentlichen EinfluB auf das Schicksal von chemischen Reaktionen, in 
denen sie als Substrate vorhanden sind, aus, indem unter Einflu8 dieser 
intramolekularen physikalischen Kraft eine Auswahl zwischen anderen 
in der Reaktion beteiligten asymmetrisch gebauten Koérpern zugunsten der 
einen Komponente getroffen werden kann. Diese asymmetrische Wahl- 
verwandtschaft iibt somit als physikalische Kraft einen richtenden Einflu8 
auf die chemische Affinitat aus, welcher durch eine von W. Marckwald noch 
im Jahre 1896 ausgefiihrte klassische Arbeit als Beispiel illustriert werden soll. 

Die reinen Basen d- bzw. 1-Pipecolin und die reine d- bzw. 1-Weinsiaure 
lieferten nach Marckwalds Untersuchungen die vier theoretisch mdéglichen 
Verbindungen: 

1. d-weinsaures d-Pipecolin 
2. 1- ue | eer 
3. d- $s bi sy 
4, 1- a ee 

Die Salze 1. und 2. sowie 3. und 4. sind Spiegelbilder und besitzen 
mit Ausnahme des entgegengesetzten, Drehungsvermégens gleiche physi- 
kalische und chemische Eigenschaften. Die Verbindungen 1. und 2. unter- 
scheiden sich von den Verbindungen 3. und 4. durch Schmelzpunkt und 
Kristallwassergehalt. Durch Vereinigung von 1. und 2. bildet sich das 
Razemsalz : 

(d-weinsaures d-Pipecolin) + (l-weinsaures 1-Pipecolin) 
d-weinsaures 1|-weinsaures © 
la Pipecotin 1-Pipecolin | 


1) E, Erlenmeyer, diese Zeitschr. 97, 199. 
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welches sich in seinen Eigenschaften von den vier obigen unterscheidet, 
Genau die gleiche Verbindung erhielt W. Markwald bei der Einwirkung 
razemischer Weinsaure auf razemisches Pipecolin: 

[ d-weinsures | be cere) [ d-weinsaures ssi 

l-weinsaures 1-Pipecolin] ~ | d-Pipecolin 1-Pipecolin 

Bei dieser Umsetzung der razemischen Weinséure und razemischen 
Pipecolins bevorzugt also die d-Weinsiure das d-Pipecolin und die 1-Wein. 
siure das 1-Pipecolin, wodurch die Bildung des theoretisch gleichzeitig 
zu erwartenden zweiten Razemsalzes 

pict l-weinsaures | 
1-Pipecolin d-Pipecolin, 

verhindert wurde. Auch durch Vereinigung der Salze 3. und 4. hatte man 
dieses Salz erwartet: 

[ d-weinsaures | Pipswneaeneg, [ d-weinsaures ]-weinsaures | 
1-Pipecolin " |d-Pipecolin ]-Pipecolin d-Pipecolin 
jedoch entsteht nicht dieses Razemsalz, sondern dasjenige, welches durch 

Vereinigung von 1. und 2. entstand: 


d-weinsaures __]-weinsaures 
[ d-Pipecolin 1-Pipecolin | 

Es hatte also vor der Bildung dieses Razemsalzes eine Umsetzung 
zwischen den Komponenten stattgefunden, welche auf die asymmetrisclhie 
physikalische Wahlverwandtschaft der einzelnen asymetrischen Kom- 
ponenten, welche eine Auswahl zwischen den Kombinationen ermdglichte, 
zuriickgefiihrt werden mu8. Erlenmeyer weist bei seinen Versuchen auch 
auf die schénen Untersuchungen von Bredig und Fayans hin, die durch 
Anwendung des asymmetrischen Katalysators Nicotin den Nachweis 
liefern konnten, daB von den spiegelbildlichen d- bzw. 1-Camphocarbon. 
séuren das Rechtsmolekiil viel rascher als das Linksmolekiil zerfallt. Mit 
Riicksicht auf die geringe chemische Affinitaét des Katalysators zu den 
Antipoden mu8 angenommen werden, daB hierbei die asymmetrische 
Wahlverwandtschaft des optisch aktiven Katalysators die entscheidende 
Rolle spielt. Sodann bespricht Hrlenmeyer eine Reihe von Fillen aus dem 
Gebiete der Biochemie, bei denen bisher die Elektivitiatserscheinungen, nicht 
erklart werden konnten, und sagt: ,,Nicht nur bei enzymatischen Reaktionen 
spielt asymmetrische Wahlverwandtschaft eine ausschlaggebende Rolle, 
sondern auch die Giftigkeit asymmetrischer Gifte, die Wirksamkeit der 
mit so groBem Nutzen angewandten Heilsera, tiberhaupt das Wechselspic! 
von Toxin und Antitoxin muB von den besprochenen molekularen Kraften 
weitgehend beeinflu8t werden, da bei all diesen Reaktionen asymmetrische 
Molekiile aufeinander einwirken.“ 


Mit den angefiihrten Beispielen aus anderen Gebieten, welche mit 
den von uns erhobenen Befunden in Analogie stehen, wollten wir dic 
Wichtigkeit der chemisch-konstitutionellen Einfliisse und der domi- 
nierenden Rolle von rein physikalischen Kraften, welche auf chemische 
Umwandlungen und sogar auf Elektivitdtsprozesse richtend einwirken. 
hervorheben. Sie veranlaBten uns aber auch zur Anstellung weiterer 
Versuche auf dem Gebiete der von uns bereits studierten Oxydations- 
katalysen, bei denen wir den Nachweis erbringen konnten, daB dic 
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elektropen Umwandlungen als primaire Prozesse ablaufen und erst 
nachher die chemischen Zerstérungsvorginge ihren Anfang nehmen. 

Wir beabsichtigen, in nichster Versuchsserie die Frage zu ent- 
scheiden, ob ein Zusammenhang zwischen elektroper Eigenschaft 
des Substrats und des elektiven Oxydationsvermégens eines Oxydators 
etwa in dem Sinne aufgefunden werden kann, daB ein elektiver Oxy- 
dator die Verankerung des aktiven Sauerstoffs an intramolekular 
umlagerungsfihige Molekiile bevorzugt. 

In alteren Versuchen konnten wir naimlich die Oxydatoren auf 
Grund ihres Verhaltens gegen Farbstoffe als allgemein wirkende und 
elektiv wirkende Oxydatoren unterscheiden. Bei Anwesenheit ersterer 
Oxydatoren sind im allgemeinen konstitutionelle Einfliisse seitens der 
Farbstoffmolekiile von untergeordneter Bedeutung, wogegen diese 
bei Anwensenheit der elektiven Oxydatoren deutlich hervortreten. Als 
Typen solcher elektiven Oxydatoren sind Platin und Nickel zu nennen. 

Wir haben unsere nachstfolgenden Versuche mit Nickel als elektivem 
Oxydator ausgefiihrt, indem wir zu 2cem lprom. Farbstofflésungen 
3 Tropfen von halbnormaler Nickelsulfatlésung hinzutropften und dann 
zu diesem 3 Tropfen 20proz. H,O, zusetzten. Die Proben wurden 
einerseits 24 Stunden lang in der Kilte stehen gelassen (Kialteversuch), 
andererseits bis zum Sieden erhitzt (Wiarmeversuch) und sodann mit 
2 bis 3 Tropfen n/10 Salzsiure behandelt, um uns von der unregenerier- 


baren Zerstérung des Farbstoffs zu tiberzeugen. 
In folgender Zusammenstellung sind die elektropen Farbstoffe 
fett, die anelektropen dagegen mit gewohnlichen Buchstaben gedruckt. 


Versuch 3. 
A. Kalteversuch. 
Ablesung nach 24 Stunden. 

Entfirbt: Fuchsin S, Rotviolett, Lichtgriin, Pyronin, Acridinrot, Jodgriin, 
Methylgriin, Anilinblau, Gallein, Trypanrot, Fluorescein, Anthracenblau. 

Stark entfarbt: Malachitgriin, Wasserblau, Wollschwarz, Saurebraun. 

Nicht entfairbt: Brillantgriin, Gentanaviolett, Methylviolett, Nachtblau, 
Hoffmannsviolett, Nilblau, Naphtholblau, Bordeaux, Crocein, Azocarmin, 
Biebricher Scharlach, Coccinin, Azur II, Methylenblau, Indulin, Magdala- 
rot, Neutralrot, Anilingelb, Erythrosin, Chrysoidin, Goldorange, Janusgriin, 
Methylorange, Tartrazin, Aurantia, Nigrosin, Naphthylamingelb, Safranin, 
Ponceau, Rhodamin B, Chromotrop, Eosin, Pikrinséure, Toluidinblau, 
Thionin. 

B. Warmeversuch. 

Nicht entfarbt: Indulin, Magdalarot, Erythrosin, Goldorange, Methyl- 
orange, Tartrazin, Tropéolin 00. 

Nicht vollstandig entfarbt: Methylenblau, Janusgriin, Neutralrot, 
Thionin, Acetinblau, Brillantgriin, Isaminblau. 

Entfarbt: die iibrigen im Kialteversuch bezeichneten Farbstoffe. 

Riochemische Zeitschrift Band 138, 25 
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Die Versuche zeigen zuniichst, daB die elektive Oxydation des Farbst> ff. 
molekils nicht ausschlieBlich durch ihre Umlagerungsfihigkeit bedingt ist, 
da wir auch unter den nicht umlagerungsfahigen Farbstoffen eine Anzahl 
finden konnten, welche ebenfalls unregenerierbar zerstért wurden.  /s 
konnte aber gezeigt werden, daB die Umlagerungsfdahigkeit der Farbstoffe auch 
bei diesen Elektivitdtsprozessen eine pradisponierende Rolle spielt, da die am 
leichtesten zerstérbaren Farbstoffe unter den elektropen zu finden waren. 

Diese Versuche bewiesen also, daB elektrostatische Ladungen bei 
Elektivitatsvorgiingen eine hervorragende Rolle spielen, und daB somit 
diese von den Ladungen abhiingig sind, welche nicht nur Farbstoff- 
molekiile und H,0O,, sondern auch Oxydatorionen als Ladungskér per 
in das System mit sich bringen, welthe sodann eine determinierende 
Rolle zu spielen vermégen. 

Ein oxydationskatalytisches System, wie z. B. das von uns be. 
sprochene, setzt sich aus drei mit elektrostatischen Ladungen be- 
hafteten Substanzen zusammen: Farbstoff, Wasserstoffsuperoxyd und 
Oxydatorionen, welche in Beriihrung miteinander ein elektrostatisches 
System bilden. Mit den beiden ersten Gliedern dieses Systems haben 
wir uns bereits vom Standpunkte der Elektrostatik bzw. Elektropie 
eingehend beschiftigt, wir méchten nun, nur ganz kurz, die Eigen- 
schaften der Oxydatoren als Ladungskérper streifen. 

Wir haben auf Grund alterer Versuche!), obschon diese auf Grund 
der seitdem gewonnenen Erkenntnisse einer Revision bediirfen, die 
Oxydatoren nach ihren Grundeigenschaften in folgender Reihenfolge 
ordnen kénnen: 

Fe, Cu, Co, Mn, Ni, Pt. 


Dieselben Metalle besitzen nach unseren eingangs mitgeteilten 
Versuchen beziiglich ihrer elektropen Wirksamkeit folgende Ladungs- 
reihenfolge : 


Fe, Cu, Ni, Mn, Co, Pt. 

Es ist nun ganz auffallend, daB diese vorliufig grob gefundene 
Ladungsreihenfolge mit den typischen Eigenschaften der Oxydatoren, 
wie sie uns in katalytischen Systemen erscheinen, zusammenhingen. 
Die elektrische Ladung der Ionen, welche fiir ein jedes Element eine 
konstante GréBe darstellt, scheint somit das Verhalten der Ionen bei 
chemischen, physikalisch-chemischen und biologischen Prozessen zu 
bestimmen. Die Reihenfolge der Oxydatoren ist die nimliche, welche 
die Metalle auch unter anderen Verhiltnissen zu zeigen pflegen. 

Mit Recht haben Bredig, Traube, Mathews, Euler*) die elektro- 
physikalische Bedeutung der Ionen von seither betont und auf die stets 


wiederkehrende Reihenfolge der Kationen und Anionen, welche sie unter 
den verschiedensten chemischen, kolloidchemischen, vergiftungskatalyti- 


1) L. Karczag, diese Zeitschr. 114, 69,; 119, 16, 1921. 
2) J. Traube, Koll.-Chem. 8, 447, 1912. 
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schen, garungsbiologischen und anderen Prozessen stets behalten, hin- 
gewiesen. Die nimliche Reihenfolge der Ionen, wie sie uns von Hofmeister 
in der lyophilen Reihe gegeben ist, wiederholt sich bei der Quellyng von 
Emulsionskolloiden, Hypertoniehimolyse, Herabsetzung der Muskel- 
regbarkeit der Flimmerbewegung usw. ?'). 

Alle diese Tatsachen sprechen dafiir, daB die elektrostatische 
Ladung der Ionen unter allen Umstinden zum Vorschein kommt, 
einerlei, ob das System, in dem sie vorhanden sind, eine chemische, 
physikalisch-chemische oder biologische ist. Wir begniigen uns mit 
der Feststellung des oben erwihnten Zusammenhanges zwischen den 
elektropen Eigenschaften der Metallionen und ihrer Oxydatorfahigkeit. 

Aus unseren experimentell gewonnenen Erfahrungen gehen drei 
Prinzipien hervor: 

1. das Prinzip der elektrostatischen Ladungsdominanz, 

2. das Prinzip der prikurierenden Elektropie, 

3. das Prinzip der praidisponierenden Elektropie. 

Das Prinzip der elektrostatischen Ladungsdominanz besagt, daB 
das Schicksal eines Naturprozesses, an dem elektrostatisch geladene 
Korper beteiligt sind, von dem Ladungszustande (Ladungsvorzeichen 
und Ladungsstirke) der Komponenten, in dem sie sich im Moment 
ihres Zusammentreffens befinden, sowie von der Reihenfolge, in der 
sie miteinander in Beriihrung kommen, abhingt. Zuerst erfolgt der 
Ausgleich der elektrostatischen Ladungsprozesse und sodann folgt das 
Einsetzen der chemischen und anderen (biologischen) Reaktionen. 

Das Prinzip der prikurierenden Elektropie besagt, daB, sobald in 
einem System elektrope Substanzen als Substrate vorhanden sind, 
diese unter Einwirkung der primir einsetzenden elektrostatischen 
Krafte intramolekular umgelagert werden, und erst dann die Substanz 
ihrem vorgeschriebenen Schicksal zum Opfer fallt. 

Das Prinzip der pridisponierenden Elektropie besagt, daB La- 
dungen, als das Molekiilgefiige labilisierende physikalische Faktoren, 
imstande sind, die Molekiile der elektropen Substanzen durch Induktion 
zu gewissen Prozessen ,,vorzubereiten‘’ bzw. empfindlicher zu machen, 
wodurch sie zu weiteren Umwandlungen bzw. weiterer Beteiligung 
an dem Reaktionsablauf pridisponiert und (unter Umstianden) aus- 
wihlend bevorzugt werden. 


Elektropie und Adsorption. 
I. 
Wir haben bereits in unseren eingangs mitgeteilten Untersuchungen 
in dem Verhalten der Kolloide und Metalle gegeniiber Farbstoffen sowohl 
in der Entfairbung der Farbstoffe wie auch in ihrer Regeneration und 


1) H. Handovsky, Leitfaden d. Koll.-Chem. 1922. 
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Adsorption Regelmafigkeiten beobachten kénnen, welche mit dey 
Prinzipien der Kontaktelektrisierung in auffallender Analogie stehen, 
Wir sahen, daB sich das elektrische Potential des Ladungskérpers 
einmal in einer Entfarbungswirkung, das andere Mal in einer Regene. 
rations- und Adsorptionswirkung kundgibt, je nachdem das Potential 
des betreffenden Kolloids oder Metalles gréBer oder kleiner als as. 
jenige des angewendeten elektropen Farbstoffs ist. 

Wir haben die Ladungsstoffe in ein System bringen kénnen und 
haben die Kolloide im allgemeinen in folgender Ladungsreihenfolg 
ordnen kénnen: 





Gruppe I Gruppe II Gruppe III 
stark negativ Ubergangsglieder schwach negativ 


Schwefel Kaolin > Sulfosiurefarbstoffe ~ Euglobulin 


Blutalbumin } Cellulose Nuclein 
Eieralbumin Natriumnuclein Casein 
3 rte Pepsin 


ee Serumglobulin Pepton 

Trypsin 

Die Glieder der ersten Gruppe bewirken die Entfairbung der Sulfo- 
siurefarbstoffe, die Glieder der dritten Gruppe bewirken dagegen dic 
Regeneration der farblosen Carbinole bzw. der regenerierten Farb- 
stoffe. Wir waren nun bestrebt, die Beziehungen der elektropen Um- 
wandlung der Farbstoffe zu ihrer Adsorption durch Ladungsstoffe in 
weiteren Versuchsserien klarzustellen, um so mehr, da wir in der gleich- 
zeitigen Regeneration und Adsorption der Farbstoffe eine neue Art 
von Adsorption erblickten. Wir méchten noch hervorheben, daB die 
Regeneration des Farbstoffs aus dem farblosen Carbinolzustande 
ebenso wie die Uberfithrung des Farbstoffs in die farblose Carbinolform 
einen elektrostatischen Vorgang bedeutet, d. h. mit anderen Worten: 
die elektrope Tautomerisation verwirklicht sich unter dem Einflu! 
von positiven Ladungen in entgegengesetzter Richtung als unter dem 
EinfluB von negativen Ladungen. 

Die im nichsten mitgeteilten Versuche sind mit Gelatineplatten 
ausgefiihrt worden. 


Versuche iiber die Adsorptionsaviditat der Kolloide gegeniiber Farbstojfen. 


‘Die Adsorptionsaviditat der verschiedenen Kolloide fiir Farbstoffe 
konnte an gefarbten Gelatineplatten studiert werden. Die Platten wurden, 
nachdem sie vorher mit verschiedenen Farbstoffen gefarbt wurden, noch 
in feuchtem Zustande mit den Kolloiden bestreut und nach etwa 1% bis 
1 Stunde von den Platten durch Abwaschen mit destilliertem Wasser 
entfernt. War die Adsorptionsaviditat des fraglichen Kolloids gegeniiber 
dem Farbstoff gréBer als diejenige der Gelatine, so wurde diese an der 
entsprechenden Stelle entfairbt. Die Entscheidung der Frage, ob die Ent- 
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firbung tatsichlich auf die Adsorption des Farbstoffs oder auf eine lokal 
pewirkte elektrope Umlagerung des Farbstoffs, wie in vitro durch das 
Kolloid hervorgerufen wurde, konnte in einfacher Weise dadurch entschieden 
werden, daB die entfarbte Stelle mit einem Tropfen verdiinnter Salzsiure 
behandelt wurde. Es seien diesbeziiglich folgende Versuche angefiihrt: 

A. Versuche mit Casein. Casein wurde im trockenen Zustande auf die 
noch feuchten, mit Lichtgriin, Fuchsin S und Wasserblau gefairbten Platten 
gestreut. Schon nach etwa 10 Minuten war zu beobachten, daB an derjenigen 
Stelle, wo das Casein lag, eine viel tiefere Farbung als in der Umgebung 
entstand, und daB das Casein somit an der bedeckten Stelle eine Ver- 
tiefung des Farbentons bewirkte. Da eine Entfarbung der bedeckten Stelle 
selbst nach 2 bis 3 Stunden nicht zu beobachten war, so war anzunehmen, 
da das Casein in trockenem Zustande die Farbstofflésungen nicht aus der 
Gelatine zu adsorbieren vermag. 

Wurde aber das Casein in feuchter dicker Emulsion auf die Platten 
getropft, so farbte sich das Casein langsam intensiv mit den Farbstoffen an, 
und dementsprechend entstanden an den bedeckten Stellen Entfarbungen, 
welche nach Auftropfen von Salzsiure keine Farbenregeneration zeigten. 
Die Adsorptionsaviditat des Caseins gegeniiber den genannten Farbstoffen 
ist somit eine stdrkere als die der Gelatine. 

B. Versuche mit trockenem und feuchtem Nuclein zeigten die gleichen 
Resultate an Fuchsin 8-, Wasserblau-, Lichtgriin-Gelatineplatten, wie die- 
jenige mit Casein. 

C. Versuche mit trockenem und feuchtem Pepsin ergaben das gleiche 
Resultat wie diejenige mit Nuclein und Casein. 

D. Versuche mit Deuteroalbumose. Die Fuchsin S-, Wasserblau- und 
Lichtgriinplatten wurden mit einer dicken Schicht von Deuteroalbumose 
bedeckt. Schon nach einer halben Stunde lie® sich an den Platten bemerken, 
daB die bestreuten Stellen von einem hellen Hof umgeben wurden und daf 
spiter diese mit einer tiefer gefairbten Zone umgeben waren. Nach Entfernen 
des Deuteroalbumosepulvers durch Abwaschen nach etwa 2 bis 3 Stunden 
waren an denjenigen Stellen, wo die Substanz lag, die urspriinglichen 
Farben erhalten. Es waren also folgende Schichten zu erkennen: gefirbtes 
Zentrum, ungefiairbtes Areal und tief gefirbte AuBenzone. Das Bild war 
dasselbe, welches wir in den spiter mitgeteilten Versuchen beim Auflegen 
von Schwefel, Zink und Blei auf die Platten erhielten. 

Die farblosen Héfe wurden mit Salzsiure behandelt, wonach sich die 
Farbstoffe an diesen Stellen regenerierten. Die Farbstoffe wurden, also in 
der Gelatineplatte durch Deuteroalbumose elektrop umgelagert aber nicht 
adsorbiert. 


Zusammenfassend soll also folgendes hervorgehoben werden: 
Trockene, schwach negative Kolloide, wie Casein,- Nuclein, Pepsin, 
erzeugen an den bedeckten Stellen der noch feuchten gefarbten Gelatine- 
platten intensive Fairbungen. In feuchtem Zustande adsorbieren sie 
aber die Farbstoffe aus den Platten und besitzen daher gegen die Farb- 
stoffe eine stiirkere Adsorptionsaviditat als die Gelatine. Stark negativ 
geladene Kolloide, wie Kaolin, Deuteroalbumose, bewirken an den 
bedeckten Stellen in trockenem Zustande eine Umlagerungswirkung, 
ohne daB hierbei eine Adsorption stattfindet. Feuchte Emulsionen 
ergaben das gleiche Resultat. 
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Versuche tiber Adsorptionsaviditdt gegeniiber Carbinolen. 

Im vorigen haben wir die Adsorptionsaviditit der Kolloide gegen. 
iiber Farbstoffen studiert. Im folgenden haben wir ahnliche orientierende 
Versuche gegeniiber dem Fuchsin S-Carbinol, mit welchem die Gelatine- 
platten gut durchgetrinkt wurden, untersucht. Die Gelatineplatten 
wurden zuerst im Wasser zur Quellung gebracht, sodann etwa 1 Stunde 
lang in der Carbinollésung gelassen, nachher abgespiilt und auf die 
noch feuchte Platte Casein, Euglobulin, Nuclein, Pepsin und Pepton 
aufgestreut. Bald zeigten sie alle einen starke Regeneration und gleich. 
zeitige Adsorption des Farbstoffs. 


Versuche zur Ladungsdnderung der Gelatine beim Trocknen. 

Gelatineplatten wurden mit verdiinnten 1 prom. Fuchsin 8-, Licht. 
griin-, Wasserblaulésungen gefairbt und dann an der Luft getrocknet. 
Es lieB sich in jedem Falle eine Entfairbung der Platten mit vorschreiten- 
dem Trocknen beobachten. Wurden nun die trockenen Platten ins 
Wasser zuriickgelegt, so erschienen die Farben mit wechselnder Intensitit. 

Diese Versuche lieBen also erkennen, daB die Gelatine beim Trocknen 
eine Ladungsanderung erfaihrt. Die negative Ladung der feuchten 
Gelatine ist eine geringere als die negative Ladung der Sulfosiurefarb- 
stoffe, weshalb sie durch Gelatine adsorbiert werden. Die negative 
Ladung der trockenen Gelatine ist demgegeniiber eine stirkere als dic 
negative Ladung der Farbstoffe, weshalb diese beim Trocknen entfarbt 
werden. Es soll jedoch bemerkt werden, daB hierbei nur minimale 
Ladungsinderungen im Spiele sein diirften, da die Gelatine im feuchten 
Zustande reine Carbinole adsorbiert, ohne sie zu regenerieren. 

Wenn wir unsere Versuche beziiglich Adsorptionsfahigkeit der 
Kolloide gegeniiber Farbstoffen und Carbinolen, welche an Gelatine- 
platten gewonnen wurden, tiberblicken, so kénnen wir vor allem fest- 
stellen, dai diese Versuche dieselben Ergebnisse lieferten wie diejenigen, 
welche wir in vitro ausgefiihrt haben. Wir kénnen aus unseren Ver- 
suchen erkennen, daB die Adsorptionsaviditat der Kolloide gegeniiber 
Farbstoffen von der Ladungsstiirke der Kolloide abhingig ist. Dic 
diesbeziigliche Reihenfolge der Kolloide stimmt mit derjenigen in vitro 
gewonnenen iiberein. Die stark negativ geladenen Glieder, wie Kaolin, 
Schwefel, Deuteroalbumose, besitzen kein Adsorptionsvermigen gegen- 
iiber Farbstoffen, die schwach negativ geladenen Glieder,: wie Euglobulin, 
Nuclein, Casein, Pepsin, besitzen demgegeniiber ein groBes Adsorptions- 
vermégen. Die Ladungsstiirke der Gelatine steht nach unseren Versuchen 
zwischen den beiden Gruppen und steht somit derjenigen der Sulfo- 
siuren am niachsten. In trockenem Zustande vermégen die rechts 
befindlichen Glieder Nuclein, Casein, Pepton die Farbstoffe aus dem 
Carbinolzustande nur elektrop zu regenerieren, aber nicht zu adsorbieren. 
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Die Adsorptionsaviditat der Kolloide gegeniiber Carbinolen ist 
ebenfalls von ihrer Ladungsreihenfolge abhingig, die in der Reihenfolge 
links befindlichen Glieder adsorbieren die Carbinole in feuchtem Zu- 
stande nicht, die rechts befindlichen regeneriereén und adsorbieren sie 
par excellence. 

Mit Riicksicht darauf, daB wir auf unseren gefairbten Gelatine- 
platten in Kontakt mit den aufgestreuten Substanzen Quellungs- 
erscheinungen beobachtet haben, stellten wir in dem nachsten Versuche 
an, in denen wir die Ladungs- und Quellungserscheinungen der Celatine 
in Kontakt mit Metallen, Schwefel usw. untersucht haben. 

Versuch 1. Auf die noch feuchten Platten von Fuchsin S8-, Lichtgriin-, 
Wasserblaugelatine wurden Stiicke von Zink und Blei gelegt. Es zeigten 
sich schon nach 20 Minuten an allen drei Platten folgende Bilder: im Zentrum, 
an derjenigen Stelle, wo das Metall die Platte beriihrte, eine starke gefirbte 
Zone, welche von einer sich nach der Peripherie immer farbloser werdenden 
Areola umgeben war. Die Beriihrungsstelle der Metalle zeigte eine geringere, 
die Areola eine viel starkere Quellung. 

Versuch 2. Dieselben, Versuche wurden wie oben in Petrischalen 
unter Wasser wiederholt. Die auffallendsten Ergebnisse lieferten die Licht- 
griinplatten. Die Quellungsbilder sind bei dieser Versuchsordnung. falls man 
die Platten nach etwa 1 Stunde aus dem Wasser entfernt, ganz frappant. 

Versuch 3. Ein Stiick runden Schwefelstabes wurde unter Wasser auf 
die Platten gelegt. Hierbei zeigte sich an der Beriihrungsstelle eine be- 
deutendere Quellung als in der Umgebung. 

Versuch 4. Pepsin, Euglobulin, Nuclein, Casein wurden in Hiufchen 
auf die gefirbten Platten gestreut. An der Beriihrungsstelle entstand 
leichte Quellung mit Vertiefung des Farbentones. 

Versuch 5. Die Farbstoffgelatineplatten wurden mit kolloidalem Eisen- 
hydroxyd behandelt, indem durch die Platten mit Hilfe einer eingetauchten 
Pipette Streifen gezogen wurden. An den Beriihrungsstellen bildete sich 
eine braune Linie, umgeben von tief gefarbten Farbenhéfen. Das Zentrum 
war sehr stark, die farbige Zone nur leicht gequollen. 


An den gefirbten Platten lieBen sich somit durch Kontakt mit 
Ladungsstoffen Ringbildungen beobachten, welche auf elektrostatische 
Vorginge zuriickgefiihrt werden konnten. Die Ringe, welche biolo- 
gischen Hautreaktionen ahnlich sind, enthalten eine farblose Zone, 
wo sich die elektrop umgelagerte Substanz befindet und welche dem- 
entsprechend elektrope Zone genannt wird. Parallel mit den elektro- 
statischen und elektropen Vorgingen spielen sich auch Quellungs- 
vorginge ab, welche jedoch einer weiteren systematischen Unter- 
suchung bediirfen, um ihre Beziehungen zu den Ladungsprozessen und 
elektropen Umwandlungen genauer feststellen zu kénnen. 


Cellulose. 


Wir erhielten im Laufe unserer Versuche aus vereinzelt stehenden 
Beobachtungen interessante Aufschliisse tiber die Ladungseigenschaften 
des Papiers, welche an dieser Stelle zusammengefaBt werden sollen. Auf 
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Grund der bereits mitgeteilten Ladungsreihenfolge der Kolloide konnten 
auch die Ladungseigenschaften des Filtrierpapiers leicht erklart werden. 
Um die Stellung der Cellulose in der Ladungsreihenfolge der Kolloice 
naher zu bezeichnen, méchten wir ihre Ladungsstiirke noch weniger negat iy 
als die der Gelatine qualifizieren und somit als Ubergangsglied in dic 
zweite Gruppe unserer Ladungskérper einreihen. 

Das von uns benutzte gewéhnliche schwedische Filtrierpapier besa, 
stets eine positive Ladung gegeniiber Carbinolen, infolgedessen war es uns 
nicht gut méglich, aus einer farblosen Carbinollésung ein farbloses Carbino|- 
papier durch Eintauchen herzustellen, da die farblose Carbinollésung in 
Kontakt mit dem Filtrierpapier fast plétzlich mit der Originalfarbe regene- 
rierte. Die negative Ladung des Papiers war nimlich eine schwiichere 
als die negative Ladung der Sulfosiurefarbstoffe, weshalb sich das Papicr 
in Kontakt mit diesem als ein positiv geladener Kérper verhielt und dic 
Farbstoffe (Rotviolett, Fuchsin 8, Wasserblau, Lichtgriin usw.) aus den 
farblosen Carbinolbasen regenerierte. 

Wir begegneten ferner eigentiimlichen Ladungserscheinungen, welche 
sich zwischen Carbinol und Filtrierpapier in Gegenwart eines zweiten 
Ladungsk6rpers abspielten. Wir bezeichneten die auf dem Filtrierpapier 
beobachteten Farbungsphinomene der Kiirze halber als Filtrierpapier- 
reaktionen, wobei wir jedoch bemerken, da diese Bezeichnung nicht ganz 
gliicklich gewahlt ist, da wir unter dieser nicht chemische Reaktionen, 
sondern elektrostatische Vorgdnge verstehen. So spielt sich z. B. in Gegenwart 
von Kaolin die Filtrierpapierreaktion ganz glatt ab, indem die farblosen 
Carbinole das Papier gleichmaBig anfirben. In Gegenwart von Schwefel 
sind die Eigenschaften des Papiers wesentlich verindert; es sind zwar 
noch Carbinole zu finden (Methylgriin, Jodgriin, Rosanilin), welche eine 
gleichmaBige Regeneration durch das Papier zeigen, aber andere Carbinole 
wie dasjenige des Fuchsin 8, Rotviolett und Lichtgriin — regenerieren nur 
in dem auBersten Rande des Filtrierpapiers, wo dadurch ein farbiger Saum 
entsteht. Die iibrigen Teile des Papiers, wo dieses mit der Schwefelblume 
in Kontakt steht, bleiben farblos. Diese Phiinomene bezeichneten wir als 
Randphanomene. 

Es gibt aber auch Carbinole, welche in Gegenwart von Schwefel aufs 
Papier tberhaupt nicht regenerieren. Die Gegenwart anderer Kolloide, 
welche schwichere negative Ladungen als der Schwefel besitzen, iiben 
meistens auch einen Hemmungseinflu8 auf die Regeneration durch das 
Filtrierpapier aus. 

Versuche mit Kohle. 

Freundlich und Losev sind als erste zu nennen, die gezeigt haben, da8 
neben, der Adsorption verschiedener Glieder der Triphenylmethanfarbstoffe 
eine Reaktion abliuft, welche das Farbstoffmolekiil chemisch verindert '). 
Wir erkannten diesen Vorgang als eine Folge der elektrostatischen Ladung 
des Adsorbens, welche in den Farbstoffmolekiilen intramolekulare elektro- 


dynamische Prozesse bewirkt, welche eine chemische Anderung der Molekiile 
hervorruft. 


Wir gingen nun zu systematischen Versuchen iiber, in denen wir 
die Beziehungen der Elektropie zur Adsorption durch Kohle untersucht 
haben. 


1) Freundlich, Kapillarchemie, 1922. 
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In einer Versuchsreihe wurden die auf 8. 349 genannten Farbstoffe, 
welche zu den Versuchen mit Kaolin angewendet wurden, mit Merck- 
scher Tierkohle zusammengebracht, stark geschiittelt und dann nach 
etwa 10 Minuten filtriert. Die Filtrate wurden mit Salzsiure versetzt 
und leicht erwirmt. Der Zusatz blieb wirkungslos, keine der Farben 
regenerierte. Die Kohle adsorbierte also die Farbstoffe restlos aus 
ihren Lésungen, und es konnte bei dieser Versuchsmethodik eine Um- 
lagerung derselben in den Filtraten nicht festgestellt werden. 

Wir haben in der nachsten Versuchsserie die entscheidende Frage- 
stellung untersucht, ob die Kohle das Vermégen besitzt, Carbinole zu 
adsorbieren. Wir warfen uns also die Frage auf, ob es méglich ist, 
einen Farbstoff durch einen Ladungskérper in den farblosen Carbinol- 
zustand zu iiberfiihren und sodann dieses durch Tierkohle vollstindig 
aus der Lésung zu entfernen. Wir haben also Fuchsin 8S, Wasserblau 
durch Kaolin, und Rotviolett durch Schwefelblume entfarbt, filtriert, 
einen Teil der klaren Filtrate abgegossen und in der Restfliissigkeit 
die Farbstoffe durch Salzsiure regeneriert. Den gr6éBten Teil der Filtrate 
haben wir sodann mit Kohle gemischt, geschiittelt, filtriert und das 
Filtrat ebenfalls mit Salzsiure behandelt. In keiner der mit Kohle 
behandelten Fliissigkeiten waren die Farbstoffe selbst in Spuren zu 
regenerieren, die Carbinolbasen verschwanden also spurlos aus den 
Lésungen und wurden durch die Kohle quantitativ adsorhiert. 

In spiteren Versuchen zeigte sich jedoch, da Kohlenpulver 
ebenfalls imstande ist, eine Umlagerungswirkung auf Fuchsin 8, Wasser- 
blau, Fuchsin usw. auszuiiben. Die Bedingung ist, daB zu der Farb- 
stofflésung nur wenig Kohle zugegeben wird, so dab véllige Entfarbung 
der Lésung nicht stattfindet, sondern daB die Filtrate noch schwach 
nuanciert erscheinen. In diesen Fallen gelingt es uns, durch Salzsaure 
eine starke Regeneration der urspriinglichen Farben zu bewirken. Die 
Kohle besitzt also eine elektrope Wirkung und eine Adsorptionswirkung 
gegen Carbinole. 

Der Umstand, da8 wenig Kohlenpulver eine Umlagerungswirkung, 
viel Kohlenpulver eine Adsorptionswirkung ausiibt, veranlaBte uns, 
zwischen einer elektrostatischen Wirkung und einer an der Oberfliche 
stattfindenden Adsorptionswirkung der Kohle zu unterscheiden. Es war 
also zu erwarten, daB bei Anwendung von Kohlestdaben die elektrostatische 
Wirkung der Kohle eher hervortreten wird als die Adsorptionswirkung. 

Wir haben also im folgenden Versuche mit Kohlestiben (wie sie 
zu Beleuchtungszwecken gebraucht werden) angestellt, indem wir sie 
in 0,05 bis 0,1 prom. Fuchsin 8, Wasserblau, Fuchsinlésungen, welche 
sich in breiten Eprouvetten befanden, eingesenkt haben. In allen 
Proben war nach 24stiindigem Stehenlassen eine allmahliche Entfarbung 
zu beobachten. Der Zusatz von Salzsiure bewirkte Regenerationen 
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fast mit der alten Farbstirke als einen Beweis dafiir, daB die Farbstoffe 
durch die elektrostatische Wirkung des Kohlestabes fast quantitatiy 
in die farblosen Carbinole iibergefiihrt wurden. 

Diese Versuche haben auch die Fragestellung geklart, ob dic 
elektrope Umlagerung oder ob die Adsorption des Farbstoffs den 
primaren Vorgang darstellt. Die Tatsache, daB sich die Carbinolbildung 
bei Berithrung des Farbstoffs mit dem Kohlestab glatt und fast quanti- 
tativ verwirklicht, spricht entschieden dafiir, daB die elektrope Um- 
lagerung des Farbstoffs den primiren Vorgang darstellt, und dal 
somit die Adsorption des Farbstoffs durch viel Kohlenpulver durch 
die intermediire Carbinolphase verliuft. In Mangel einer groBen Ober- 
flache, wie dies bei Anwendung von Kohlestiiben der Fall ist, bleiben 
daher die Carbinole in Lésung, von denen nur geringe Mengen langsam 
und allmahlich adsorbiert werden. 

Wie wir spater sehen werden, ist die Adsorption der Carbinole 
ein besonderer Vorgang, und wir wollen nun bei dieser Gelegenheit 
in Zusammenhang mit obigen Versuchen die elektrostatische Methode 
zur Herstellung der Carbinole zu Versuchszwecken besprechen. 

Man kann sich Carbinole durch Schiitteln der Farbstofflésungen 
mit Schwefel, Kaolin usw. herstellen. Ganz besonders schén und glatt 
lassen sie sich aber durch Kohle darstellen. 


Es werden 0,05 bis 0,1 prom. Farbstofflésungen, welche sich in breiten 
Reagenzglisern befinden, Kohlenstaébchen eingesenkt, nachdem sie vorerst 
im ungebrauchten Zustande mit destilliertem Wasser gut abgewaschen 
und abgespiilt wurden. Allmi&hlich (meist schon nach 18 bis 24 Stunden) 
tritt eine (fast) vollkommene -Entfarbung der Farbstofflésungen auf, und 
die Fliissigkeiten enthalten nun die Carbinole, welche als solche einfach 
dekantiert werden. Die Carbinole aus basischen Farbstoffen sind zu filtrieren. 
Man iiberzeugt sich in kleinen abgegossenen Proben durch Zufiigen von 
einem Tropfen !/,) Salzsiure, von der erreichbaren Regenerationsstarke der 
Farbstoffe. Es lassen sich in der beschriebenen Weise Carbinole aus den 
Farbstofflésungen*in beliebigen Mengen literweise herstellen. Die Kohlen- 
stibchen kénnen zu den weiteren Carbinoldarstellungen ohne besondere 
Behandlung benutzt werden, es empfiehlt sich jedoch, diese, ohne sie aus den 
GefaéBen zu entfernen, mit einem Strahl destillierten Wassers abzuspiilen. 

Es sei erwithnt, daB die verschiedenen Kohlensorten beziiglich ihrer Um- 
lagerungswirkung nicht gleichwertig sind. Es befinden sich unter ihnen 
auch solche, welche die Umlagerungen nur duBerst langsam und unvoll- 
stindig bewirken. Es scheint mir, da Kohlestibchen, welche bereits zu 
Beleuchtungszwecken gebraucht wurden, zur Carbinoldarstellung weniger 
geeignet sind, als neue, ungebrauchte. Die Entfarbung der Farbstofflésungen 
beginnt immer am Boden der Gefai®e und schreitet von unten, offenbar 
infolge Herabsinkens der gréberen dispersen Carbinole, nach oben. Die 
Farbstoffe werden, langsam nach der Oberflaiche gedriingt, wo sie sich, falls 
die Entfarbung nicht vollstandig ist, ansammeln. 

Wir haben zu unseren Versuchszwecken die Carbinole immer in der 
geschilderten Weise dargestellt, um so mehr, da wir nicht in der Lage waren, 
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die Carbinole auf chemischem Wege darzustellen bzw. sie im Handel zu 
verschaffen. 

Bevor wir zur Erkldrung der beobachteten Phanomene tibergehen, 
moéchten wir hervorheben, daB wir bei der Entfarbung des Fuchsins an der 
Oberfliche der Kohlestibe feinflockige Niederschlige beobachteten, wo- 
gegen diese bei Entfarbung der Fuchsin S-Lésungen nicht zur Beobachtung 
kamen. Wir méchten im folgenden mit Hinweis auf Arbeiten von Freundlich, 
Michaelis und Rona usw. die beobachteten Erscheinungen zu erklaren ver- 
suchen. 

Es ist auf Grund des starken Entfarbungsvermégens der Kohle anzu- 
nehmen, daB die Kohle, welche selbst keine Ionen in die Lésung sendet, 
eine stark negative Ladung in dem Wasser erzeugt, welche derjenigen der 
negativ geladenen OH-Ionen nahekommt. Diese stark negative Aufladung 
desWassers durch Kohle wird uns dadurch verstiandlich, da8 wir ihre Fahigkeit, 
H-Ionen stiarker als OH-Ionen zu adsorbieren, anerkennen. Wird also ein 
Kohlestab in eine Sulfosiurelésung, z. B. Fuchsin 8, gebracht, so entsteht zu- 
nachst um die Kohle eine Doppelschicht, welche aus der inneren H- und der 
auBeren OH-Schicht besteht. Die H-Ionen laden die Kohle positiv auf, wo- 
durch eine Potentialdifferenz zwischen Kohle und Wasser — welche immer die 
Ladung der AufSenschicht trigt — zustande kommt. Die Anreicherung 
der OH-Ionen ist immer eine stirkere, so daB sich die negativ geladenen 
Farbstoffe in einem stark negativ geladenen Felde befinden, wodurch die 
Bedingungen der Elektropie bzw. der Entfarbung gegeben sind. 

Ein Teil des Carbinols wird nun infolge Druckwirkung der negativen 
Ionenschicht bzw. ihrer negativen Ladung, welche die Oberfliche der Schicht 
zu verkleinern sucht, noch im farblosen Zustande in die positive lonenschicht, 
welche sich in der Kohle befindet, gepreBt, wo das Carbinol farbig regeneriert 
wird und den farbigen Schimmer der Oberflache erzeugt, wodurch ein 
direkter AdsorptionsprozeB vorgetéuscht wird. Demnach ist die Umlagerung 
des Farbstoffs in das farblose Carbinol der primire. ProzeB und die Ad- 
sorption der Farbstoffe (insbesondere der basischen) durch Kohle der 
sekundire Vorgang und somit keine echte Adsorption, sondern ein Adsorp- 
tionsvorgang neuer Art, welchen wir als elektrope passive Regenerations- 
adsorption bezeichnen médchten. 

Befindet sich der Kohlestab in der Lésung eines positiv geladenen 
Farbstoffs, wie Fuchsin, so wird dieser infolge seiner positiven AuBenladung 
mit den positiven H-Ionen — aber im weit langsameren Tempo — gegen 
die Kohle schwimmen, wobei die Farbstoffmolekiile die die Kohle bereits 
umgebende negative AuBenschicht passieren. In die negative Zone gelangt, 
erleiden sie aber mit fortschreitender negativer Aufladung des Wassers 
die elektrope Tautomerisation und werden einerseits durch Druckwirkung 
der negativen AuSenschicht in die im Kohlestab befindliche positive 
Ionenschicht gepreBt, wo sie farbig regeneriert werden. Andererseits 
sammeln sich die regenerierenden Farbstoffe in unmittelbarer Nahe der 
positiven Schicht auf der Oberflache des Kohlestabes an und senken sich auch 
teilweise zu Boden. 


Zusammenfassung. 

Wir méchten in dieser Zusammenfassung davon absehen, die 
Einzelheiten der gewonnenen Resultate eingehend zu _besprechen, 
um so mehr, da wir diese am Ende der einzelnen Versuchsserien geniigend 
besprochen haben; vielmehr méchten wir das prinzipielle Hauptresultat, 
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welches sich auf den Zusammenhang zwischen Elektropie und <Ad- 
sorption bezieht, hervorheben. 

Im Laufe der angestellten Versuche haben wir dreierlei Arten 
von Adsorptionen kennengelernt. Der ersten Art von Adsorption be- 
gegneten wir beim Zusammenbringen der Farbstoffe mit Casein, Nuclein, 
Euglobulin usw., bei denen die Adsorption der Farbstoffe direkt erfolgte 
und welche wir als die bekannte direkte elektrostatische Adsorplion be- 
zeichnen méchten. 

Der zweiten Adsorptionsart begegneten wir beim Zusammenbringen 
des farblosen Carbinols mit Kohlepulver, welches das Carbinol voll- 
stiindig bzw. restlos zu adsorbieren vermochte. Die Kohle besaB aber 
auch das Vermégen, Farbstoffe elektrop umzulagern, wie dies einerseits 
aus den bekannten Versuchen von Freundlich und Losev und aus den 
unseren, mit wenig Kohle und mit Kohlestaébchen angesetzten Ver- 
suchen hervorgeht. Auch sahen wir aus den Versuchen an Gelatine- 
platten, daB die Adsorption der Farbstoffe mit einer gleichzeitigen 
Umlagerung der Farbstoffe verbunden ist, und wir nahmen auf Grund 
der beobachteten Erscheinungen an, da’ bei der Adsorption eines 
elektropen Farbstoffs durch Kohle die elektrope Umlagerung den 
primiren Vorgang und die Adsorption des farblosen Carbinols den 
sekundiiren Vorgang darstellt und somit der Adsorptionsvorgang eines 
elektropen Farbstoffs durch Kohle sich zusammensetzt: 

1. aus der elektropen Umlagerung des Farbstoffs als erste Phase, 

2. aus der Adsorption des Carbinols als zweite Phase. 

Wir méchten diese Art von Adsorption, bei der die Ladung des 
Adsorbens nicht nur die Bedeutung eines elektrostatischen Anziehungs- 
mittels, sondern gleichzeitig die Bedeutung einer Energie besitzt, 
welche befihigt ist, das Substrat chemisch primar umzuwandeln, als 
elektrope Adsorption bezeichnen. 

Die dritte Art von Adsorption haben wir beim Zusammenbringen 
der farblosen Carbinole mit den Ladungsstoffen: Casein, Nuclein, 
Euglobulin, Papier usw. kennengelernt. Diese Substanzen sind namlich 
imstande, die Carbinole zu regenerieren und zu adsorbieren. Auch 
hier bewirken sie also einen primaren elektropen Vorgang, indem sie 
das Substrat durch ihre elektrostatische Ladung intramolekular umlagern 
bzw. chemisch veriindern und sodann die zuriickgebildeten Farbstoffe 
sekundiar, wie im Falle einer gewohnlichen elektrostatischen Adsorption, 
adsorbieren. Diese Art von Adsorption setzt sich also zusammen: 

1. aus der elektropen Umlagerung des Carbinols als erste Phase, 

2. aus der elektrostatischen Adsorption des zuriickgebildeten Farb- 

stoffs als zweite Phase. 

Wir méchten diese Art von Adsorption, bei der also die elektro- 
statische Ladung ebenfalls die Bedeutung einer Energie, welche primar 
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die chemische Umwandlung des Substrats zu bewirken vermag, besitzt, 
und bei der sich der entgegengesetzte Vorgang wie bei der elektropen 
Adsorption vollzieht, als elektrope Regenerationsadsorption bezeichnen. 
Die elektrope Regenerationsadsorption 1iBt zwei Typen erkennen: 
1. die aktive elektrope Regenerationsadsorption, bei der die Um- 
lagerung des Carbinols und die elektrostatische Adsorption des 
Farbstoffs durch Anziehung zustande kommt (Beispiel: Fuchsin 
S-Carbinol — Casein), 

. die passive elektrope Regenerationsadsorption, bei der die Um- 
lagerung der Carbinole und die Adsorption des zuriickgebildeten 
Farbstoffs durch Ladungsdruck der umgebenden Ionenschicht 
zustande kommt (Beispiel: Fuchsin 8 — Kohlestab). 


Die methodische Anwendung der Elektropie. 
Die Chemoskopie. 

Wir haben bereits experimentell festgestellt, daB die intramolekulare 
Umlagerung der Triphenylmethanfarbstoffe unter Einwirkung elektro- 
statischer Ladungen in zweifacher Richtung erfolgen kann: 

1. in Richtung des Carbinols, wobei die Entfiirbung der Farbstoffe 

stattfindet, 

2. in Richtung des Farbstoffs, wobei die farblosen Carbinole in 

farbige Verbindungen umgelagert werden. 

Die elektrope Tautomerisation der Farbstoffe in Richtung des 
Carbinols erfolgt unter dem EinfluB von negativ elektrischen Ladungen, 
dagegen diejenige der Carbinole in Richtung des Farbstoffes unter dem 
EinfluB von positiv elektrischen Ladungen, welche von den Ladungs- 
stoffen in Wasser in Gegenwart der Farbstoffe nach den Prinzipien 
der Kontaktelektrisierung erzeugt werden. 

Da somit Farbstoffe und Carbinole, ebenso wie Elektroskope, 
elektrostatische Ladungen anzeigen, wobei sich die Wirkung der elektro- 
statischen Ladungen in einer sichtbaren chemischen Veriinderung der 
Farbstoff- bzw. Carbinolmolekiile kundgibt, méchten wir sie als Chemo- 
skope benennen. Die Chemoskope sind also speziell konstituierte che- 
mische Verbindungen, welche sowohl das Vorzeichen als auch die 
Ladungsstirke anderer elektrostatisch geladener Kérper anzeigen, da 
sie selbst ein bestimmtes elektrisches Potential besitzen, dessen Ver- 
anderung durch das Potential der Ladungskérper zu einer intra- 
molekularen Wanderung gewisser Atome bzw. Atomgruppen fiihrt. 
Die Methode, welche sich mit der Ladungsqualimetrie und Ladungs- 
quantimetrie durch Chemoskope beschiftigt, wird im _ niachsten 
Chemoskopie genannt. Die Chemoskopie ist also weiter nichts als die 
Anwendung der elektropen Umwandlung tautomerisationsfahiger Ver- 
bindungen zu Messungszwecken elektrischer Ladungen, wobei die Ver- 
anderungen der elektropen Substanzen sichtbar verfolgt werden kénnen. 
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Wir méchten nun die allgemeine Charakteristik der Farbstoffe 
und der Carbinole als Chemoskope besprechen. 

Beziiglich der Farbstoffe wurde bereits experimentell festgestellt, 
daB die intramolekulare Verschiebung der OH-Gruppe in Richtung 
des Carbinols im eigenen elektrischen Felde des Farbstoffmolekiils 
ausschlieBlich durch negativ elektrische Felder erfolgt, einerlei, ob das 
Farbstoffmolekiil selbst eine positive oder eine negative elektrostatische 
Ladung besitzt. Die Entfarbung der Farbstoffe erfolgt durch die 
negative Fremdladung langsam mit meBbarer Geschwindigkeit, sie sind 
somit keine prompt funktionierenden bzw. empfindlichen Chemoskope 
gegen negative Ladungen, vielleicht aus dem Grunde, weil sich das 
Ladungsgleichgewicht zwischen der elektrostatischen Ladung des 
Farbstoffmolekiils und der Fremdladung aus intramolekularen elektro- 
dynamischen Griinden nur langsam einstellt. 

Die Regeneration der Farbstoffe aus den farblosen Carbinolen 
geht unter Einwirkung von positiv elektrischen Feldern vor sich. Die 
Carbinole werden in die Farbstoffe -- unbekiimmert um das Vorzeichen 
der farbigen Originale — ausschlieBlich durch positive Ladungen 
zurtickverwandelt. Dieser RegenerationsprozeB durch positive La- 
dungen ist jedoch im allgemeinen eine viel schnellere als die Entfarbung 
der Farbstoffe durch negative Ladungen. Bei den Carbinolen der 
stiirkst negativ geladenen Farbstoffe, wie z. B. Rotviolettcarbinol, 
Fuchsin 8-Carbinol, geht sogar die Regeneration momentan, mit un- 
mefbarer Geschwindigkeit vor sich. Entgegen den Farbstoffchemoskopen 
sind somit die Carbinolchemoskope auBerst empfindliche Kérper, die 
Einstellung des Ladungsgleichgewichts erfolgt bei ihnen unter dem 
EinfluB von positiven Ladungen, ahnlich wie bei den Indikatoren unter 
Wasserstoffionenwirkung, momentan mit unmeBbarer Geschwindigkeit. 
Aus diesem Grunde besitzen positive Ladungen auf Carbinolchemoskope 
eine viel starkere Wirkung als die negativen Ladungen auf Farbstoff- 
chemoskope, und deshalb wirken schon minimale positive Ladungen 
frappant, wogegen minimale negative Ladungen nur einen sehr lang- 
samen und oft undeutlichen Effekt auslésen!). 


1) Die Carbinole sind also im allgemeinen duSerst empfindliche 
Chemoskope auf positive Ladungen. Um ihre wahre Bedeutung kennenzu- 
lernen, miissen wir die Beziehungen der Carbinole als Chemoskope zu den 
Indikatoren, welche uns Wasserstoffionenkonzentration anzeigen, kurz 
streifen. Die Carbinole sind in wisseriger Lésung nicht dissoziationsfahig, 
wogegen die schwiichsten Indikatoren in wiisseriger Losung dissoziiert sind. 
Die Carbinole als Chemoskope miissen uns Ladungen anzeigen, welche 
vielleicht durch keine der bekannten und empfindlichen Indikatoren nach- 
gewiesen, werden kénnen. Die Carbinole (von z. B. Rotviolett, Fuchsin 8) 
gehéren somit zu den empfindlichsten Kérpern gegen positive Ladungen, da 
sich bei ihnen das elektrostatische Ladungsgleichgewicht, wie erwaihnt, ebenso 





stoffe 


stellt, 
htung 
lekiils 
b das 
tische 
h die 
> sind 
skope 
h das 
+ des 


sktro- 


nolen 

Die 
ichen 
ingen 
» La- 
‘bung 
1 der 
binol, 
L un- 
copen 
, die 
dem 
unter 
rkeit. 
skope 
stoff- 
ingen 
lang- 


liche 
Mzu- 
den 
kurz 
‘hig, 
sind. 
alche 
iach - 
in S) 
1, da 
eNnso 


Elektropie. I. 389 


Die Chemoskopie. 

Die Chemoskopie dient zur Bestimmung des Ladungsvorzeichens 
und der Ladungsstirke verschiedenster Stoffe bzw. der durch sie er- 
zeugten Kraftfelder und Kraftfeldstarken. Die Umwandlungen ‘der 
Chemoskope geben sich in sinnfalliger Weise in Entfairbungen bzw. 
Farbenregenerationen kund. Die Chemoskopie ist demnach als Methode 
so einfach, daB sie eine allgemein anwendbare Methode zu werden 
verspricht. Die Chemoskopie befindet sich noch in ihren ersten An- 
fingen, und wenn wir schon jetzt an dieser Stelle auf sie eingehen, 
so geschieht dies mit Riicksicht darauf, da8 wir mit unserer bisherigen 
noch primitiven Methodik wichtige Aufschliisse itiber manche Frage- 
stellungen auf biologischem Gebiete gewonnen haben. 

Deshalb besitzt die Methode noch viel Willkiirliches, sie enthilt 
nur experimentell gefundene Grundlagen, welche somit keine endgiiltige 
sind und einen Ausbau in exakter Richtung bediirfen. 

Wir méchten im nichsten die Chemoskopie gemai8® ihrer Aufgabe 
in zwei Teilen besprechen: 

1. Ladungsqualimetrische Chemoskopie. 

2. Ladungsquantimetrische Chemoskopie. 

Bevor wir jedoch diese Methodik beschreiben, méchten wir auf 
einen hervorragend wichtigen Punkt: 

auf die Eichung der Reagenzgliser und GefaBe 
eingehen, da sie eine ,,conditio sine qua non“ unserer Methode darstellt. 
Die Reagenzgliser sowie alle Gefife, welche zu Versuchen auf dem 
Gebiete der Elektropie zur Verwendung kommen, miissen unbedingt 
zweifach geeicht werden. Zuerst miissen sie mit gewOhnlichem Wasser. 
sodann mit destilliertem Wasser griindlich (acht- bis zehnmal) aus- 
gewaschen werden und sodann die eine Hilfte mit einer 0,1 prom. 
Fuchsin 8-Lésung, die andere dagegen mit Fuchsin S-Carbinol, welches 
aus der 0,1 prom. Fuchsin-S-Lésung durch Kohlestabe (s. 8. 384) her- 
gestellt wurde, vollgegossen. Die beiden Reihen werden sodann in der 
Kalte 24 Stunden lang stehen gelassen und nach Ablauf dieser Frist 
einer Revision unterworfen. Es werden nun diejenigen Glaser aus- 
gewahlt, welche weder eine Entfirbung des Farbstoffs noch die Re- 
generation der Carbinole erkennen lassen, in denen mit anderen Worten 
der Farbstoff und das Carbinol unveriindert blieben. Nachdem diese 
Auswahl getroffen wurde, werden die Gliser mit destilliertem Wasser 
zwei- bis dreimal ausgespiilt und sodann in sauberen GlasgefaBen auf- 


wie bei den Indikatoren mit unmeSbarer Geschwindigkeit einstellt. Sie 
verdienen somit, auch zur Messung von Wasserstoffkonzentrationen ver- 
wendet zu werden in dem Sinne, wie dies uns durch die klassischen Aus- 
fiihrungen von Michaelis vorgezeichnet ist. Diesbeziigliche Untersuchungen 
sind bereits mit Bodé im Gange. 
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bewahrt. Es ist ratsam, die Eichung in einem Massenversuch vor. 
zunehmen, da erfahrungsgemaB unbrauchbare GlasgefiBe in grofer 
Zahl vorkommen und meistens sogar der erste Eichungsversuch miBlingt. 
Sollten bei dem ersten Eichungsversuch trotz der saubersten Arbeits. 
weise viel unbrauchbare Stiicke vorkommen, so werden sie mit destil- 
liertem Wasser wieder griindlich ausgewaschen, von neuem geeicht und, 
falls nétig, der Eichungsversuch 6fters wiederholt. 


Die ladungsqualimetrische Chemoskopie. 

Die Ladungsqualimetrie entscheidet dariiber, ob ein Stoff in 
Wasser ein positives oder negatives Potential bzw. Kraftfeld erzeuct. 
Aus den gewonnenen Ergebnissen wird sodann ein Riickschlu8B auf dic 
Ladung des Ladungskérpers selbst gezogen. 

1. Die Fuchsin S-Probe. Man bereitet sich eine 0,1 prom. Lésung 
und gibt die zu priifende Substanz (unter gleichzeitiger Einstellung der 
Kontrollen) hinzu, la8t nach mehrmaligem Umschiitteln stehen und beob- 
achtet je nach dem Zwecke des Experiments bis 48 Stunden, ob und wie 
schnell und in welchem Grade die Entfirbung des Farbstoffs eintritt. 

Die Entfairbung kann entweder vollstindig sein, und man spricht 
dann von einer vollstindigen Entfirbung der Farbstofflésung, oder sic 
kann je nach der Farbstirke fast vollstandig (-+) oder sehr stark entfarbt 
(+), wenig entfirbt (++ — +++) oder unangegriffen (+ + +-) sein. 

2. Die FuchsinS-Carbinolprobe. Man bereitet sich aus der 0,1 prom. 
Farbstofflésung durch die elektrostatische Darstellungsmethode mit 
Kohle die Carbinollésung. Diese muB nicht vollstindig farblos sein, 
eine leichte Rosafirbung stért die Ladungsqualimetrie nicht. Man 
bringt etwa 2ccm der Carbinollésung in geeichte Eprouvetten, gibt 
dann die zu priifende Substanz hinzu und beobachtet, ob, wie schnell 
und mit welcher Starke die Farbstoffe regeneriert werden. Die gleich- 
zeitig angestellten Kontrollproben (Carbinol allein und Carbinol mit 
einem Tropfen HCl versetzt) orientieren uns iiber die Intensitat der 
Regenerationsfarbe, welche wir mit +, +-+, +-+-+ bezeichnen. Aus 
den Ergebnissen von 1. und 2. stellt man nun die Ladungsdiagnose. 
1. Entfairbung des Farbstoffs 


2. keine Farbenregeneration des 
Carbinols J 

1. Keine Entfairbung des Farb- 
stoffs, sogar Vertiefung des 
Farbentones 

2. Farbstoffregeneration des Car- 
binols 

1. Keine Entfarbung des Farb- 
stoffs 

2. keine Farbstoffregeneration des 
Carbinols 


| zeigen an, da die Ladung im Wasser 
eine negative ist. 


zeigen an, daB die Ladung im Wasser 
eine positive ist. 


zeigen die Indifferenz der Substanz an. 
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I. Ladungsquantimetrische Chemoskopie. 

Wie bereits erwilint, haben wir experimentell festgestellt, dab 
sowohl positiv wie negativ geladene Farbstoffe durch negative Ladungen 
zur Entfarbung und durch positive zur Regeneration gebracht werdyn 
kénnen. Es wurde experimentell gefunden, daB zur Entfarbung der 
positiven basischen Farbstoffe gréBere negative Ladungen nétig sind 
als zur Entfairbung der negativ geladenen Sulfosiurefarbstoffe. Wir 
fanden sodann, daf innerhalb der basischen und sauren Farbstoff- 
gruppen Glieder von abgestumpfter Empfindlichkeit gegen die elektro- 
statische Ladung zu finden sind. 

Die Reihenfolge der negativ geladenen sauren Farbstoffe ist 
folgende: Rotviolett, Fuchsin $, Wasserblau, Lichtgriin, Pyrrholblau. 

Die Reihenfolge der positiv geladenen basischen Farbstoffe war 
folgende: Fuchsin, Malachitgriin, Methylviolett, Gentianaviolett, 
Kristallviolett. 

Wir zogen aus den Beobachtungstatsachen den allgemeinen SchluB, 
daB8 die negative Ladung der Farbstoffmolekiile die Umlagerung be- 
gimstigt und erhéht, die positive dagegen erschwert und erniedrigt. 

Je leichter umlagerungsfaihig also ein Sulfosiurefarbstoff, desto 
gréBer die positive Ladung des Farbstoffmolekiils. Wir haben also mit 
Hinweis darauf, daB die Empfindlichkeit der Farbstoffmolekiile durch 
das Vorzeichen und die Gré8e der Ladung bedingt ist, die Empfindlich- 
keitsskala der Farbstoffe mit der Ladungsreihenfolge gleichgesetzt. Da 
fir uns die Farbstoffe somit von Bedeutung der Chemoskope waren, 
welche auf Grund ihrer Empfindlichkeit auf bestimmte Potentiale 
eingestellt sind, benutzen wir sie zu einer Ladungsquantimetrie. 

Die ladungsquantimetrische Chemoskopie arbeitet dementsprechend 
mit einer positiven Chemoskopreihe und mit einer negativen Chemoskop- 
reihe. Es soll jedoch daran erinnert werden, daB der Unterschied zwischen 
beiden Farbstoffgruppen kein gegensatzlicher qualitativer, sondern quanti- 
tativer ist, da die basischen Farbstoffe unter Einwirkung sehr starker 
negativer Ladungen ebenfalls zur Entfarbung gebracht werden kénnen. 


A. Vorprobe. 

1. Fuchsin 8 und Fuchsinprobe. 2. Carbinolprobe. 

Beide werden wie bei der Ladungsqualimetrie angegeben ausgefiihrt. 
Fuchsin § entfarbt 
Fuchsin entfarbt 
Carbinol nicht regeneriert 
Fuchsin § entfarbt | Ladung der Substanz schwicher negativ als 
Fuchsin nicht entfarbt ; bei a, aber noch starker als diejenige des 
Carbinol nicht regeneriert | Fuchsins §. 


Fuchsin § nicht entfarbt | die negative Ladung der Substanz sehr schwach, 


Fochsin nicht entiirbt | schwacher als die Ladung des Fuchsins 8. 
Carbinol regeneriert . 
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| Ladung der Substanz viel starker negativ als 
diejenige des Fuchsins 8. 
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B. Reihenversuch. 

Man stellt folgende negative 1 prom. Chemoskopreihe in Reagenzgliser, 
ein, setzt dann die priifenden Substanzen zu, schiittelt ein paarmal durc), 
und 1la8t ruhig stehen: 

Rotviolett, Fuchsin 8, Wasserblau, Lichtgriin, Pyrrholblau. 


Entfarbt Rotviolett . . negative Ladungsstirke | 


a Rotviolett und Fuchsin § plana. : .3 a 2 
Pal Rotviolett, Fuchsin 8S und Wasserblan ‘. + 3 
i Rotviolett, Fuchsin S, Wasserblau, 

Lichtgriin. . .. es a 4 
a Rotviolett, Fuchsin s, Wanieebien . 

Lichtgriin und Py sidvlbinn 2 eye sea = we 5 


Erfolgt die Entfarbung der ganzeno Serie, so stellt man die Reihe der 
positiven Chemoskopreihe ein: 
Fuchsin, Malachitgriin, Methylviolett, Gentianaviolett, Kristallviolett. 


Entfarbt Fuchsin . . negative Ladungsstiirke 6 


= Fuchsin und Malachitgriin ar a 7 
et Fuchsin, Malachitgriin u. Methylv: iolett re Ks 8 
* Fuchsin, Malachitgriin, Methylviolett 

und Kristallviolett. . . ne a 9 
* Fuchsin, Malachitgriin, Methylviolett, 

Kristallviolett und Gentianaviolett me pe 10 


C. Regenerationsprobe. 


Diese Probe ergiinzt die vorige. Die farblos oder fast ganz farblos 
gewordenen Farbstofflésungen werden durch kleine Filter filtriert (unter 
Umstanden ultrafiltriert) und die Filtrate mit einem Tropfen n/10 Salzsiure 
behandelt und falls erforderlich, leicht erwarmt. Man beobachtet dann die 
Regenerationsstaérke der Farben. 


Il. Ladungsquantimetrie durch die beobachteten Adsorptions- 
erscheinungen. 


Je gréBer die Adsorbtion des Farbstoffs, desto schwacher negativ 
die Ladung des fraglichen Kérpers. Keine oder schwache Adsorption 
zeigen daher eine starke negative Ladung, starke Adsorption dagegen 
eine schwach negative Ladung des fraglichen K6rpers an. 

Die Kennzeichen einer schwach negativ geladenen Substanz sind so- 
mit: groBe Adsorptionsfaihigkeit, keine (oder nur minimale) Entfarbungs- 
vermégen fiir Farbstoffe, groBes Regenerationsvermégen fiir Carbinole. 

Kennzeichen eines stark negativ geladenen Kolloids: Keine oder 
kleine Adsorptionsfaihigkeiten, groBes Entfairbungsvermégen fiir Farb- 
stoffe, keine oder minimale Regenerationsfihigkeiten fiir Carbinole. 


Ill. Ladungsquantimetrie auf Grund der beobachteten 
Filtrierpapierreaktion. 


Werden die entfairbten Farbstoffproben filtriert, so kénnen im 
Verlaufe oder nach erfolgter Filtration die bereits beschriebenen Phino- 
mene auftreten. 
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Findet eine Regeneration der stark entfirbten Carbinole auf dem 
Filtrierpapier statt, so ist die Ladung des Papiers eine schwacher 
negative und diejenige der Substanz, welche sich auf dem Papier be- 
findet, eine viel starker negative als die Ladung des Papiers. 


IV. Verwendung gefarbter Gelatineplatten und Carbinol- 

gelatineplatten zur Ladungsquali- und -quantimetrie. 

Gefarbte Gelatineplatten und farblose Carbinolplatten eignen sich 
gut zu orientierenden Versuchen. Die Platten werden wie bereits an- 
gegeben hergestellt und gefirbt. Man gibt dann auf die gefarbten 
Platten noch im feuchten Zustande die Substanz und beobachtet die 
erfolgten Entfarbungen oder Farbenregenerationen. Erfolgt eine Ent- 
firbung, so muB entschieden werden, ob diese durch die Adsorption 
des Farbstoffs aus der Gelatineplatte, oder aber durch die elektrope 
Umlagerung des Farbstoffs in die farblose Form erfolgt ist. Dies ge- 
schieht durch das Auftropfen von n/10 Salzsiure auf die entfarbte 
Stelle. Bleibt sie farblos, so wurde der Farbstoff herausadsorbiert, 
erfolgt dagegen eine Farbstoffregeneration an der entfarbten Stelle, 
so wurde der Farbstoff elektrop umgelagert. Die erzielte Regenerations- 
stirke laBt sodann erkennen, ob neben der Umlagerung auch eine 
Adsorption stattgefunden hatte. 


Uber Chemoskopie verschiedener Ladungskérper. 

In folgendem haben wir einen orientierenden Massenversuch vor- 
genommen, indem wir eine Reihe von anorganischen und organischen 
Substanzen auf ihr Vermégen, Ladungen zu erzeugen, gepriift haben. 
Es war nicht unser Zweck, den Ladungsmechanismus eines jeden 
Stoffes einzeln zu besprechen, wir betrachteten nur den experimentell 
beobachteten Endeffekt der Ladungsvorgiinge, welcher sich einstellt, 
sobald die Substanzen mit einem Carbinolchemoskop (aus Fuchsin 8) 
zusammengebracht wurden. 

Wir hatten also nur die Fragestellung zu beantworten gehabt, 
ob der Ladungsstoff das Wasser positiv oder negativ aufladet und ob 
er etwa eine elektrostatische Indifferenz zeigt. Der positive Ladungs- 
effekt muBte nach unseren Voraussetzungen zu einer Farbstoff- 
regeneration des farblosen Carbinols fiihren, der negative und der in- 
differente dagegen wirkungslos bleiben. 

Um die beiden, negative Ladung und Ladungsindifferenz, von- 
einander zu unterscheiden, muBten die Substanzen mit der Farbstoff- 
léisung Fuchsin S selbst zusammengebracht werden. Die negativen 
Ladungen muBten sich in einer Entfairbung der Farbstofflésung kund- 
geben, wogegen sich die Indifferenz der Substanzen darin offenbaren 
muBte, daB die Farbstofflésung auch weiter ihre Farbung behielt. 


26 * 
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Wir haben also die Substanzen direkt in kleinen Widalréhrehen befin«- 
liche Carbinollésungen gebracht, schiittelten leicht und haben die 
Resultate einerseits sofort, andererseits nach 24 Stunden abgelesen 
und korrigiert. Je nach der kolorimetrischen Starke der erzeugten 
Regenerationsfarben des Fuchsin § notierten wir diese mit +, + 

-+ +++. In der Spalte negativ ist die negative Ladung und die Ladungs. 
indifferenz der Substanz aufgenommen. 


Organische Substanzen. 
Carbinolprobe. 





Negativ 


Dimethy]para- 
amidobenz- 

_ aldehyd 

Ather 

Ureum 

Hexamethylen- 
tetramin 

Mononatriumurat 

Kreatinin 

Guanidincarbonat 

Indol 

Scatol 

Naphtho! 

Diphenylamin 

Benzidin 

p-Toluidin 

Chloroform 

Anilin 

Toluol 

Ligroin 

Thymol 


rs 
Oxyglutarsaure 


(+) 
Methylalkohol 
Athylalkohoi | 
Naphthylamin(+) 
Glycerin 
Cholesterin 
Lactose 
Thiocarbamid 
Phenolphthalein 
Naphthalin-8- 

monobromat 
Hypoxanthin 
Dimethylamido- 

azobenzol 
Papayotin 
Ol. Camphorat. 
Ol. Creosoti 


me 


Glykokoll 


Leucylglycin 
Formaldehyd 


Nitrobenzai- 


dehyd 
Glycerinaldehyd 
Galaktose(+—++) 
Dextrose 
Gummi arabic. 
Glykogen 
Acetylphenyl- 

hydrazin 
Cantharidin 
Phloridzin 
Phloroglucin 
Orcein 
Vanillin 
Saponin 
Zymin 


Alanin 

Leucin hydrochi. 
Benzaldehyd 
Arabinose 
Acid. asparag. 
Glutaminsaure 
Aloin 

Dextrin 
Amylalkohol 
Methylacetat 
Acetessigester 
Monobutyrin 


| Tributyrin 


Phenylhydrazin 

Hydroxylamin 
sulf. 

Resorcin 


| Hydrochinon 


Opium 
Xanthin 
Harnsaure 
Amylnitrit 


| Bromalhydrat 


Choralhydrat 
p-Dichlorbenzo] 


| Monochlorpheno! 


Xylol 


| Ol. terebenth. 


Sehr langsam laden positiv auf: Alkohol, Glycerin, Acetylpheny|- 
hydrazin, Naphthalinmonobromat, Ol. camphorat. 
Ein auffallendes gegensitzliches Verhalten zeigten: 


Harnsaure . 
EDIE. 5 xs 
Phenylhydrazin . 


Lactose . 


. . Galaktose ... 


. Mononatriumurat 


- Hypoxanthin 


. Acetylphenylhydrazin 


Dextrose . . . Arabinose. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, erzeugt die Mehrzahl der 


Substanzen, welche zu diesen Versuchen nicht systematisch ausgewahlt, 
sondern ohne Auswahl verwendet wurden, positiv geladene Kraftfelder. 
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Die positive Ladung ist entweder kontaktelektrischer Natur, 
welche dadurch zustande kommt, daB die Ladungsstoffe negativ ge- 
ladene Kraftfelder erzeugen, deren GréBe jedoch eine geringere ist 
als die negative Ladung der anwesenden Sulfosiuremolekiile und sich 
somit die geringeren Potentiale als positive Ladungen auffiihren, oder 
es sind die erzeugten positiven Ladungen absoluter Natur. 


Die weitere Priifung einiger Substanzen der sich negativ ver- 
haltenden Gruppe (negativ in bezug auf die Farbeninderung) mit 
Fuchsin 8-Lésung lieB den Erwartungen gemi®B die - elektrostatisch 
indifferente Gruppe und die elektrostatisch negativ aufladende Gruppe 
leicht unterscheiden. Die Glieder der ersten Gruppe entfirbten die 
Farbstofflésung nicht, die zweite dagegen bewirkte Entfirbungen von 
verschiedener Intensitit. 


Stark negativ ladende Schwach negativ ladende 


Ladungskérper. Ladungskérper. Indifferente Kérper. 
Fuchsin 8, vollstindig Fuchsin 8, wenigentfdérbt Fuchsin 8, nicht entfarbt 
bzw. fast vollstindig Ureum Diphenylamin 
entfdrbt Natrium asparaginicum Naphthol 


Hexamethylentetramin Natrium salycilicum 
Mononatriumurat 
Guanidinearbonat 
Kreatinin 
Anilin 

Auch haben wir einige Versuche mit Glykokoll, Alanin, Leucyl- 
glycin und Fuchsin-S-Lésung angestellt und fanden, daB sie sich gegen- 
iiber diesem Farbstoff indifferent verhielten und somit keine negativen 
Ladungen erzeugten. 

Auffallend war das Verhalten der Ammoniumsalze, welche kein einziges 


Mal unter den Gliedern der negativen Gruppe zu finden waren. Sehr 
langsam ladet Arsensiure auf. 


Negativ ladende Substanzen Indifferente Substanzen 
Fuchsin S entfdrbt Fuchsin S nicht entfdrbt 
durch durch 
Silbernitrat Kaliumrhodanid 
Calciumearbonat Kaliumjodat 
Natriumwolframat Natriumnitrat 
Natriumacetat 


Dinatriumhydrophosphat 
Natriumtellurat 
Phosphorwolframsaures Natrium. 


Stichproben wurden mit einigen der sich negativ (in bezug auf die 
Farbeninderung) vethaltenden Glieder mit Hilfe der Fuchsin S-Lésung 
vorgenommen, auch konnten hierbei elektroindifferente und negativ 
ladende Substanzen unterschieden werden. 
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Anorganische Substanzen und Salze organischer Verbindungen. 
Carbinolprobe. 

Negativ a | ++ | te 
Natriumchlorid Ammonchlorid | Ammonsulfat == Ammonmolybdat 
Natriumbromid Ammonbromid | Ammonrhodanat) Ammoniumlact at 
Natriumfluorid Ammontartarat | Natriumoxalat | Ammonium. 
Natriumsulfat Natriumbenzoat | Zinksulfat  oxalat 
Natriumnitrat Kaliumnatrium- | Calomel Ammonsalycilat 
Natriumnitrit tartarat Natrium- 
Natriumrhodanid | Strontiumchlor. | biphosphat 
Natriumtetraborat Bariumsulfat | Natrium- 
Dinatriumhydro- | Bariumcarbonat — | _ metaphosphat 

phosphat_ Acidum arsenic. | | Kaliumalumi- 
Natriumphosphor- |  niumsulfat 
molybdat Aluminiumsul fat 
Natriumwolframat Ferrosulfat 
Natriumtellurat | Ferrisulfat 
Natriumformiat Ferroammon. - 
Natriumacetat ___ sulfat 
Natriumsalycilat | Ferrinitrat 
Natriumcitrat | Thalliumsulfat 
(dreibas. ) | Cupruisulfat 
Kaliumchlorid | Bleinitrat 
Kaliumjodit Bleicarbonat 
Kaliumbromid | Mercuronitrat 
Kaliumchlorat . Mercurisulfat 
Kaliumnitrat 
Kaliumrhodanid 
Kaliumtellurat 
Kaliumchromat x3 
Lithiumchlorid 
Calciumcarbonat 
Calciumchlorid 
Magnesiumsulfat 
Ferrocyankalium 
Ferricyankalium 
Mercurioxyd 
Silbernitrat 


Mit diesem Massenversuch wollten wir nur die Anwendbarkeit 
der Chemoskopie, welche uns zur schnellen und sicheren Auffindung 
der Ladungskérper fiihrte und auch interessante Anderungen des 
Ladungsvermégens organischer Verbindungen in Abhiangigkeit von 
ihrer Konstitution usw. anzeigte, priifen. Auch die organischen Ver- 
bindungen lieferten diesbeziiglich interessante Befunde, deren Be- 
sprechung im einzelnen nicht den Zweck vorliegender Mitteilung bildet, 
da wir diesen orientierenden Massenversuch nur mit dem Zwecke 
vorgenommen haben, um iiber prinzipiell wichtige Punkte weiter- 
zukommen. 
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Uber Elektropie. 
II. Mitteilung. 
Elektropie durch Zelladungen. Chemoskopie der Zellen. 
Von 
L. Karezag und F. Sternberg. 


(Aus der ITI. medizinischen Klinik der kgl. Pézmany Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


Einleitung. 


Die Elektropie beruht auf einer Teileigenschaft von Substanzen, 
welche durch die verschiedensten Energiearten in ihrem chemischen 
Bau und physikalischen Eigenschaften veriindert werden. Diese Sub- 
stanzen nannten wir im allgemeinen als dystrope Substanzen. Die 


Elektropie bedeutet die Umwandlung der dystropen Substanzen durch 
die elektrostatische Energie, ebenso wie die Phototropie die Umwandlung 
durch Licht, die Thermotropie durch Warme, die Radiotropie durch 
radioaktive Strahlen bedeutet. Die elektrope Umlagerung fihrt ent- 
weder zu tautomeren Verbindungen, aus denen die Ursubstanzen 
durch intramolekulare Prozesse auch in umgekehrter Richtung zuriick- 
gebildet werden kénnen, oder sie verlaufen irreversibel, ohne jedoch 
zu zerfallen. SchlieBlich kann der elektrope Vorgang auch zu einem 
Zerfall des Molekiils fiihren. 

Die elektrostatische Energie bewirkt im Innern der Molekiile 
dynamische Vorginge, welche mit Riicksicht darauf, daB sie in dem 
eigenen elektrischen Felde des Molekiils ablaufen, als elektrodynamische 
aufgefaBt werden. Bei der intramolekularen Umlagerung der Tri- 
phenylmethanfarbstoffe bewegt sich die OH-Gruppe im eigenen elek- 
trischen Felde, indem sie vom N-Atom zum C-Atom bzw. in umgekehrter 
Richtung wandert. Die negative elektrostatische Ladung bewirkt 
die Umlagerung des Farbstoffmolekiils in Richtung des Carbinols, 
die positive dagegen in umgekehrter Richtung, und fiihrt das Carbinol 
zum Farbstoff. Die elektrope Wirkung der negativen elektrostatischen 
Ladung manifestiert sich also in gleicher Richtung wir die anderen 
Energiearten der Wirme, das Licht und die radioaktive Strahlung, 
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welche mit der negativen elektrostatischen Ladung eine adaquate 
Wirkung besitzen, indem sie ebenfalls die Entfirbung der Farbstoff 
bewirken. 

Die genannten Energiearten iiberfiihren also die labile tautomere 
Modifikation (Farbstoff) in die stabile (Carbinol) und fungieren somit 
als stabilisierende Energiearten. Eine ganz gegensitzliche Wirkung 
besitzt die positive elektrostatische Ladung, welche die stabile Modi- 
fikation in die labile umwandelt und somit als labilisierende Energieart 
fungiert. Es ist uns derzeit keine andere Energie bekannt, welche 
auf elektropen Substanzen einen gleichen EinfluB als die positive 
elektrostatische Ladung auszuiiben imstande wire. 

Uberall, wo elektrope Substanzen mit Ladungsstoffen zusammen- 
treffen, verlauft der elektrope Vorgang zu allererst, weshalb in dieser, 
an mehreren Systemen beobachteten Erscheinung das Prinzip der 
prakurierenden Elektropie erblickt wurde. Auf Grund dieses Prinzips 
erlangen die Substanzen eine Empfindlichkeit gegeniiber sekundir 
einsetzenden Vorgiingen chemischer, physikalisch-chemischer oder 
biologischer Art. Das Prinzip der prikurierenden Elektropie wird 
aber dadurch, da die umgelagerte Verbindung in den verschiedensten 
Systemen auswihlend bevorzugt wird, zu einem Prinzip der pri- 
disponierenden Elektropie. Beide elektrope Prinzipien verdanken ihre 
Existenz einem dritten, dem Prinzip der elektrostatischen Ladungs- 
dominanz, welches im allgemeinen besagt, daB das Schicksal eines 
Naturprozesses von der Ladungsstirke und dem Ladungssinn der ge- 
ladenen Kérper, welche sie im Moment ihres Zusammentreffens 
besitzen, abhingt, und da zuerst der Ausgleich der elektrostatischen 
Ladungsprozesse erfolgt und erst nachher das. Einsetzen der chemischen 
und anderen (biologischen) Reaktionen beginnt. 

Die Gesetze der Kontaktelektrisierung erstrecken sich auf alle 
elektrisch geladenen Korper, ohne Riicksicht auf ihre materielle Natur. 
Es bestimmt somit die Ladungsstiirke, ob sich ein geladener Kérper 
bei Anwesenheit anderer gleichsinnig geladener die Eigenschaften eines 
negativ geladenen oder eines positiv geladenen Kérpers entfaltet. Wird 
das Potential eines der Ladungsstoffe durch irgend einen Einflul 
erhéht oder erniedrigt, so kénnen sich Prozesse verwirklichen, in denen 
sich ein Ladungsstoff entgegengesetzt wie vorhin auffiihrt, um somit 
neue KEigenschaften, welche er vorhin nicht besa8, zu erlangen, und 
ein wirksamer Stoff zu einem umwirksamen werden und umgekehrt. 

Da die elektropen Substanzen elektrostatische Ladungen anzu- 
zeigen befaihigt sind, wirken sie als Elektroskope. Wir haben sie als 
Chemoskope genannt. Ein jedes Chemoskop ist auf ein bestimmtes 
Potential eingestellt, und es gibt solche, welche auf positive, und solche, 
welche auf negative Ladungen eingestellt sind. Diese Eigenschaften 





aquate 
bstoffe 


tomere 

somit 
irkung 

Modi- 
rgieart 
welche 
ositive 


nmen- 
dieser, 
p der 
‘inzips 
undiir 

oder 

wird 
snsten 
 pra- 
n ihre 
lungs- 
eines 
er ge- 
offens 
schen 
schen 


alle 
‘atur. 
Orper 
eines 
Wird 
nfluB 
lenen 
omit 

und 
ehrt. 
nzu- 
> als 
mtes 
iche, 
ften 


Elektropie. II. 399 


der Chemoskope erméglichen ihre Anwendung zur Ladungsqualimetrie 
und Ladungsquantimetrie. Es werden mit den Chemoskopen direkt 
diejenigen Potentiale gemessen, welche durch die Ladungsstoffe im 
Wasser erzeugt werden, wobei die Gesetze der Kontaktelektrizitat 
maBgebend sind. Auf das absolute Vorzeichen der elektrischen Ladung 
kann somit aus den MeBresultaten auf indirektem Wege durch Riick- 
schluB gefolgert werden. 

Es sollen in den niachstfolgenden Untersuchungen die elektro- 
statischen Eigenschaften der Zellen und Zellprodukte mit Hilfe der 
Chemoskopie und mit dem Hauptzweck ausgefiihrt werden, um den 
jrundsatz der elektrostatischen Biologie, daB die elektrostatische 
Ladung in dem chemischen und physikalisch-chemischen Geschehen des 
Zellebens eine determinierende Rolle spielt, unterstiitzen zu kénnen!). 
Nach dem Prinzip der elektrostatischen Ladungsdominanz mu die 
elektrostatische Energie der Zelle einen richtenden EinfluB auf das 
Leben der Zelle ausiiben und somit den Prinzipien der prakurierenden 
und pridisponierenden Elektropie Giiltigkeit verschaffen. | Unser 
Augenmerk sollte also auf das Obwalten dieser Prinzipien gerichtet 
werden, und auch sollte unsere Aufmerksamkeit den Begleitprozessen 
der Elektropie, unter denen als wichtigste die Adsorptionen genannt 
werden sollen, zugewandt werden. Wie erinnerlich, begegneten uns 
hauptsachlich zwei Arten von Adsorptionsprozessen: 1. die elektrope 
Adsorption, welche aus der elektropen Umlagerung des Farbstoffs als 
erste Phase und aus der Adsorption des Carbinols als zweite Phase 
besteht; 2. die elektrope Regenerationsadsorption, welche aus der elek- 
tropen Umlagerung des Carbinols als erste Phase und aus der elektro- 
statischen Adsorption des zuriickgebildeten Farbstoffs als zweite Phase 
besteht. Es schien also von vornherein wichtig, festzustellen, ob diese 
Adsorptionen sowohl auBerhalb wie innerhalb der Zellen und des Tier- 
kérpers zu beobachten sind. 

Zuerst sollten also in vitro Versuche dariiber AufschluB geben, 
ob Zellen- und Zell- bzw. K6rpersiafte imstande sind, die elektrope 
Umlagerung der Farbstoffe und Carbinole zu bewirken. Es sollten 
diesbeziiglich Bakterien und isolierte Zellen sowie Kérperfliissigkeiten 
tierischer Herkunft untersucht werden. Sodann sollten Versuche 
dariiber entscheiden, ob und in welcher Richtung die elektrope Um- 
lagerung innerhalb des tierischen Organismus erfolgt. Im AnschluB 
daran sollten uns die ladungsqualimetrischen und ladungsquanti- 
metrischen Versuche iiber den elektrischen Zustand der lebenden 
Zellen unterrichten. Stets sollten aber in den Versuchen aller Art 
Anhaltspunkte fiir die in dem theoretischen Teil aufgestellten Haupt- 


1) Siehe R. Keller, Die Elektrizitat in der Zelle. Braumiiller, 1918. 
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prinzipien: der elektrostatischen Ladungsdominanz, der prikurierende 
Elektropie und der pridisponierenden Elektropie gesucht werden, \m 
sie als allgemeingiiltige biologische Prinzipien aussagen zu diirfen ind 
dadurch die Elektropielehre begrinden und in biologischer Richtung 
ausbauen zu k6énnen. 


Versuche. 
1. Chemoskopie der roten Blutkérperchen. 


Menschenblut, welches durch Venipunktion gewonnen wurde, haben 
wir defibriniert und die Erythrocyten mit physiologischer Kochsalzlésung 
so lange unter wiederholtem Zentrifugieren gewaschen, bis die Kochsalz. 
lésung mit Sulfosalicylsiure keine Triibung mehr gab, und somit die Wasch. 
fliissigkeit vollstandig eiweiBfrei war. 

Es wurden sodann drei Reihen von geeichten Widalréhrchen aufgeste'lt. 
In der ersten Reihe wurden Farbstoff- und Carbinolechemoskope mit Erythro. 
cyten zusammengebracht, in den zweiten wurde das Waschwasser mit 
den, Chemoskopen als Kontrollprobe angestellt, und die dritte Reihe diente 
ebenfalls als Kontrolle, indem sie die Chemoskope allein enthielten, welche 
mit physiologischer Kochsalzlésung auf das gleiche Volumen als die anderen 
gebracht wurden. 


I. Rethe. 
1. 1 cem des 0,1 prom. Fuchsin S-chemoskops + 0,5 cem Erythrocyten. 
2.1 ,, 4, 0,1 ,, Wasserblauchemoskops + 0,5 ,, ri 
3. 1 ,, 4, 0,1 ,,  Lichtgriinchemoskops + 0,5 ,, pe 
4.1 ,, ,, 0,1 ,, Fuchsin 8-Carbinolehemoskops + 0,5 ccm 
Erythrocyten. 
5. leem der 0,1 prom. Wasserblaucarbinolchemoskops + 0,5 eem 
Erythrocyten. 
II, Rethe. 


Chemoskope wie bei Reihe I + 0,5 cem Waschfliissigkeit. 


ITI. Reihe. 
Chemoskope wie bei Reihe I + 0,5 cem physiologische Kochsalzlésung. 
Nach dem Mischen der Erythrocyten mit den Farbstoffen entstanden 
Mischfarben. Die Sedimentierung der Blutkérperchen begann nach etwa 
2 Stunden. Die Proben entfarbten sich im Laufe des Tages allmihlich 
und nach 24stiindigem Stehenlassen war folgendes Resultat abzulesen: 
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Die Versuche wurden mehr als zehnmal wiederholt, und zwar mit dem 
gleichen Erfolg. Stets entfarbten sich Fuchsin S und Wasserblau, wogegen 
Lichtgriin unverandert blieb die Chemoskope blieben ebenfalls unberiihrt. 

Um den Nachweis zu erbringen, da8 die Farbstoffe in den entfarbten 
Proben eine elektrope Umlagerung in die Carbinolform erlitten, haben wir 
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die entfarbten Fliissigkeiten vorsichtig abpipettiert und sie sodann mit 
einem Tropfen n/10 HCl behandelt. Die Fliissigkeiten erlangten sofort 
mit der urspriinglichen Intensitaét ihre Originalfarbe als ein Zeichen dafiir, 
daB8 weder eine Adsorption der Farbstoffe noch der Carbinole durch die 
Erythrocyten stattgefunden hatte. Die mikroskopische Untersuchung der 
Blutkérperchen ergab, da8 die Farbstoffe nicht aufgenommen wurden, 
die Blutkérperchen waren nicht tingiert. 


2. Chemoskopie der weiBen Blutzellen. 


Zu diesen Versuchen wurden die weifen Blutzellen aus dem 
Peritoneum von Meerschweinchen gewonnen, indem die Tiere 24 Stunden 
vor den Versuchen 10 bis 15 cem physiologische Kochsalzlésung intra- 
peritoneal injiziert erhielten. Es gelang am nachsten Tage, aus dem Peri- 
toneum eine Zellemulsion zu gewinnen, welche unter dem Mikroskop pro 
Gesichtsfeld etwa 100- bis 120zellige Elemente zeigte, welche sich zu unseren 
Versuchen gut eigneten. Nach starkem Abzentrifugieren wurden sodann 
die weiBen Blutzellen mit physiologischer Kochsalzlésung, ebenso wie 
die Erythrocyten, bis zur EiweiBfreiheit des Waschwassers gewaschen, 
sodann erfolgte die Einstellung der Versuchsreihen in geeichten Agglutinier- 
rohrehen, wie wir dies bei den Versuchen mit roten Blutkérperchen be- 
schrieben haben. 

Auch diese Versuche wurden etwa zehnmal wiederholt, und wir méchten 
das sich konsequent wiederholende Ergebnis in folgender Zusammenstellung 
veranschaulichen. Es soll bemerkt werden, daB die Ablesung der Resultate 
ebenfalls nach 24 Stunden erfolgte. 
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Makroskopisch war in den Wasserblauproben eine deutliche Blau- 
farbung der sedimentierten Leukocyten zu beobachten. Auch die in den 
Wasserblaucarbinolen befindlichen Zellen tingierten sich leicht blau. 

Die mikroskopische Untersuchung der weifen Blutkérperchen ergab, 
da8 sich die Kerne der im Wasserblau befindlichen Zellen leicht blau farbten 
und somit diese den Farbstoff spontan adsorbierten. Dafiir sprach auch die 
Blaufarbung des Sediments im Carbinolchemoskop, welches nicht voll- 
standig farblos war und noch Spuren des Farbstoffs enthielt, welches sodann 
durch die Leukocyten adsorbiert wurde. 

Wir kénnen unsere an roten und weiBen Blutkérperchen ausgefiihrten 
chemoskopischen Versuche nach den Prinzipien der Ladungsqualimetrie 
und Ladungsquantimetrie im folgenden zusammenfassen: 

1. Die roten Blutkérperchen besitzen eine negative elektrostatische 
Ladung, welche im Wasser ein stiirker negativ geladenes Feld als Fuchsin S 
und Wasserblau und ein gleich starkes als Lichtgriin erzeugen. Deshalb 
entfairben sie die beiden ersten Farbstofflésungen und lassen die letztere 
unberiihrt. Dementsprechend findet auch eine Adsorption der Farbstoffe 
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durch die Erythrocyten, sowie eine Regeneration der Farbstoffe aus den 
Carbinolen nicht statt, denn diese wiirde sich erst dann verwirklichey. 
falls die negative Ladung der Erythrocyten eine schwichere als die negat ive 
Ladung der beiden Sulfosiuren wire. Der Umstand, da8 Carbinole durch 
die Erythrocyten nicht aufgenommen wurden, spricht fiir eine starke 
negative Ladung dieser Zellen, denn nach unseren in vitro gewonnenen 
Erfahrungen vermégen stark negativ geladene Kérper das Carbinol nicht 
aufzunehmen (z. B. Kaolin, Schwefel). 

2. Die weiBen Blutzellen besitzen ebenfalls eine negative elektro. 
statische Ladung, deren Starke oberhalb des Fuchsin 8 und nach allem 
Anschein nach unterhalb des Wasserblaus liegt. Demtentsprechend wird 
Fuchsin § leicht entfarbt und Wasserblau adsorbiert. Die morphologischen 
Bestandteile der Zellen, verhalten sich aber nicht gleich, die Ladung der Kerne 
ist eine schwichere als diejenige des Wasserblaus, weshalb sie mit dieser 
Farbstoff elektive gefarbt werden. Das Protoplasma bleibt ungefirbt, 
und es ist demnach anzunehmen, daf diese eine etwas stirkere Ladung 
als das Waserblau besitzt. Darauf ist die leichte Entfarbung des Farbstoffs 
sowie auch der Umstand zuriickzufiihren, daB sie unter dem Mikroskop 
ungefarbt erscheinen. Mit Riicksicht jedoch darauf, daB die Kerne eine 
elektive Farbung zeigten, muB8 angenommen werden, daB das Protoplasma 
der weiBen Blutkérperchen, wie etwa Gelatine, ein Adsorptionsvermégen 
fiir das Carbinol besitzt, welches innerhalb der Zelle durch die Kerne, die 
sich aus kontaktelektrischen Griinden als positiv geladene Elemente auf- 
fiihren, unter Adsorption regeneriert wird. Die elektive Farbung der Kerne 
stellt somit einen Fall einer echten elektropen Regenerationsadsorption vor. 

Zur Unterstiitzung dieser Annahme haben wir noch ergiinzende Ver- 
suche mit den in den Farbstofflésungen gestandenen Blutkérperchen vor- 
genommen, indem wir aus ihnen Strichpraparate verfertigten und diese 
mit verdiinnter Salzsiiure behandelten. Es zeigte sich in der Tat, daB® sich 
sowohl das Protoplasma der in Fuchsin 8 gestandenen als auch der in 
Wasserblau gestandenen Zellen farbig tingierte und diese somit die 
Carbinole adsorbierten. 

Auf Grund unserer Versuche gestaltet sich die negativ elektrische 
Reihenfolge der Blutzellen bzw. Zellteile in bezug auf die Sulfosiurefarb- 
stoffe wie folgt: 


Erytrocyten > Plasma der weiBen Blutkérperchen 


Sulfosaéurefarbstoffe Kerne der weiBen 
> Fuchsin S, Wasserblau > Blutkérperchen. 


Die weiBen Blutkérperchen besitzen also eine schwichere negative 
Ladung als die Erythrocyten, und die Kerne der weiBen Blutzellen besitzen 
eine schwicher negative Ladung als das Protoplasma. Erythrocyten und 
das Plasma der weiSen Blutkérperchen besitzen stairkere Ladungen, als die 
Sulfosiurefarbstoffe, die Kerne der weiBen dagegen eine etwas schwachere. 

Unsere lJadungsqualimetrischen Resultate durch die Chemoskopie 
stimmen im tibrigen mit den kataphoretisch ausgefiihrten iiberein. Hdber') 
hatte als erster durch Kataphoresenversuche gezeigt, daB die Erythrocyten 
im elektrischen Potientialgefille zur Anode wandern und somit negativ 
elektrisch geladen sind. 


1) R. Hoéber, Arch. f. d. ges. Physiol. 101, 627; 102, 196, 1904. Physik. 
Chem. d. Zelle u. d. Gewebe. Engelmann, 1922. 
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Auch besitzen die weiBen Blutzellen eine negative elektrische Ladung 
und wandern zur Anode. Es sollen nun weitere Versuche dariiber ent- 
scheiden, ob die Chemoskopie berufen ist, auch feinere Differenzen in den 
elektrostatischen Ladungen der Zellen in vitro anzuzeigen, ob sie je nach 
der Tiersorte (Kozawa, Berczeller und Stanker, de Haan) Verschiedenheiten 
erkennen lassen, ob sich somit die Starke der Ladung der Erythrocyten 
vom Pferde und die schwachere des Rindes auch chemoskopisch nachweisen 
abt. Auch sollen die Versuche in dieser Richtung auf die Ladungsver- 
hiltnisse der menschlichen, Erythrocyten ausgedehnt werden, und zwar 
zunichst in der von Fahraeus angegebenen Richtung, der als erster eine 
Ladungsdifferenz zwischen minnlichen und graviden Blutkérperchen, 
welche sekundar ihre Suspensionsstabilitét bedingt, gefunden hatte. Es 
eriibrigt sich, auf die Bedeutung der Chemoskopie vom biologischen und 
klinischen Standpunkte aus weiter einzugehen, da diesbeziiglich weitere 
Versuche anzustellen sind. 


3. Chemoskopie der Froschorgane. 

Wir haben in folgender Versuchsreihe die Chemoskopie der Frosch- 
organe untersucht, indem wir die Tiere zuerst im destillierten Wasser gut 
abwuschen, dekapitierten und die Organe schlieBlich mit den Chemoskopen 
in gewohnlichen Reagenzglisern in Beriihrung brachten. Es wurde vorher 
durch Einlegen derselben in destilliertes Wasser um die méglichste Blut- 
freiheit der Organe gesorgt, und diese Prozedur drei- bis viermal wiederholt. 
Untersucht wurden folgende Organe: Haut, Ovarien, Muskeln, Herz, Lunge, 
Leber. 

Am auffallendsten verhielten sich Haut und Ovarien, indem sie die 
0,lprom. Fuchsin S-Lésung schnell entfarbten. Eine Regeneration des 
Farbstoffs im Fuchsin 8-Carbinol war selbst nach 24 Stunden nicht zu 
beobachten, Diese Organe besitzen daher eine starke negative Ladung. 

Das Verhalten der iibrigen Organe war insofern interessant, daB sie 
einerseits die Farbstofflésung entfarbten, andererseits aber das Fuchsin S- 
Chemoskop allmihlich réteten, wodurch sich zwei entgegengesetzt wirkende 
Prozesse nachweisen lieBen. In folgender Zusammenstellung sind die 
Resultate eines Versuchs nach 24 Stunden veranschaulicht. 





Org Fuchsin + Organ | Fuchsin S allein Sea ~ wg ieee “eames 


. Haut .. farblos sporck farblos farblos 
. Ovarien . . me 444 - 
. Muskel. . . + sy wal ++ 
Ct). + | = -++-+-+ + 
. Lunge. . + pp a 
. Leber ... + TT + 

Aus diesen Versuchen sind derzeit nur die Resultate der Haut und 
Ovarienchemoskopie eindeutig zu beurteilen, sie sprechen entschieden fir 
die stark negative Ladung dieser Organe. Aus den entfairbten Farbstoff- 
lésungen werden die Farbstoffe durch Salzsiiure mit der alten Farbstarke 
regeneriert. 























Uber Elektropie. 


Ill. Mitteilung. 
Die Chemoskopie von Koérperfliissigkeiten. 
Von 
L. Karezag und J. Vandorfy. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. Paézmaény Péter-Universitiit 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


In dieser Mitteilung berichten wir iiber die elektrope Wirkung 
des Blutserums sowie anderer Ko6rperfliissigkeiten. 

Wir haben zuerst umlagerungsfihige Farbstoffe zu unseren Unter- 
suchungen herangezogen und priiften, ob Serumzusitze Entfairbungen 
zu bewirken imstande sind. 

Diese Versuche zeigten vor allém an, da die Farbstoffe um- 
gelagert werden, indem sie durch Serumzusitze entfirbt und aus dem 
farblosen Zustande durch verdiinnte Salzsiure regeneriert werden 
konnen. 

Nach diesem Ergebnis miiBten wir uns die Frage vorlegen, in- 
wiefern sich die Serumkolloide und Serumalkalien an den Entfarbungs- 
prozessen beteiligen, und haben zwecks Feststellung dieser Frage- 
stellung 1. das Serum ultrafiltriert und mit dem Ultrafiltrat die Farbstoff- 
versuche angestellt, 2. zur Serumfarbstoffmischung H,O, zugetropft, 
in der Annahme, da® sich die Alkaliwirkung in einer katalytischen 
Férderung der Farbstoff-H,O,-Reaktionen kundgibt. — Karczag') 
hatte namlich gefunden, daB die elektrope Umlagerung der Tripheny|- 
methanfarbstoffe durch H,O, (2 Tropfen 20proz. H,O, zu 2ccm der 
0,l prom. Farbstofflésung) durch Zusatz von Natronlauge (2 Tropfen 
einer n/10 Lésung) erheblich katalysiert wird. 

Es ergab sich, daB Ultrafiltrate tatsiichlich imstande sind, Ent- 
farbungen zu bewirken, und daf der Zusatz von H,O, zu der Serum- 
farbstoff- (bzw. Serumultrafiltratfarbstoff-) Mischung eine erhebliche 
Beférderung der Entfairbungsreaktion hervorruft. Somit ist in dem 
Alkaligehalt des Blutserums ein Faktor zu erblicken, welcher sich in 
den Entfarbungen der Farbstoffe neben den Serumkolloiden in eminenter 
Weise betitigt. 

Aus den zahlreichen Versuchen sollen als Beispiele folgende an- 
gefiihrt werden: 


1) L. Karczag, diese Zeitschr. 182, 270, 1922. 
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Aus diesen Versuchen geht also hervor, da der Inaktivierungspro ze} 
Differenzen in den Entfarbungsgeschwindigkeiten der Farbstoffe bewirkte, 

Nach diesen Feststellungen haben wir Sera verschiedener Herkunft wut 
ihre Umlagerungsfahigkeit gegeniiber Farbstoffe untersucht. Wir wihiten 
zur Grundlage unserer Versuche die durch Serumzusatz katalysierte Far). 
stoffumlagerung durch H,O,-Wirkung. Wir brachten also in die Reagenz. 
réhrchen 2 ccm Farbstofflésungen, setzten zu jeder 5 Tropfen Serum hinzu, 
mischten durch, fiigten nun 2 Tropfen 20proz. H,O,-Lésung hinzu und 
beobachteten die Hntfdrbungsdauer. 

Serum: 1. Infaretus pulmonum; 2. Nephropathia gravidarum; 
3. Leukaemia myeloidea; 4. Diabetes + Nephrosklerosis; 5. Diabetes 
mellitus; 6. Ce. pylori; 7. Uleus duodeni; 8. Lues. 





Tabelle IV. 
Serum Fuchsin S | Lichtgriin Fuchsin | — — eo | Isaminblau 
Nr. Minuten Minuten Minuten Minuten Minuten Minuten | Minuten 
I} | 
a ee 3 5 6 18 s 6 
2 ] 1 5 8 10 34 — 10 
3 1 2 8 9 20 8 9 
4 | 1 5 | 7 ll 30 16 16 
5 1 —_ | 5 od 15 8 6 
6 1 5 6 me 20 8 —- 
7 1 + 5 —_ 20 6 _ 
8 l"/, 5 6 --- 22 9 oa 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, konnten in den Entfarbungs. 
geschwindigkeiten je nach Herkunft der Sera Differenzen gefunden werden. 


Mit der gleichen Versuchsmethode wurde das Liquor cerebrospinalis 
untersucht. Die durch Lumbalpunktion gewonnenen Fliissigkeiten, welche 
aus dem Krankenmaterial unserer Klinik stammten, kamen in frischem 
Zustande zur Untersuchung. Mit den Farbstofflésungen (Fuchsin §, 
Wasserblau) gemischt, bewirkten sie ebenfalls die Entfarbung der Lésungen. 
Auch katalysierten sie die durch das Wasserstoffsuperoxyd bewirkte Ent- 
farbung der Farbstoffe. Liquorultrafiltrate verhielten sich ahnlich wie dic 
Ultrafiltrate der Sera, indem sie ebenfalls starke Entfarbungen erzeugten, 
und die Wasserstoffsuperoxydumlagerung der Farbstoffe katalysierten. 
Alle diese Befunde beweisen die Beteiligung der Alkalien an den Umlagerungs- 
reaktionen. 

Wir haben in zwei Fallen serofibrindse Pleuraexudate chemoskopiert. 
und brachten 0,5 cem dieser Fliissigkeiten mit Fuchsin 8, Wasserblau und 
Lichtgriin zusammen. Auch in diesen Fallen erfolgte bald die elektrope 
Umlagerung der Farbstoffe. 


Die Resultate unserer Versuche kurz zusammenfassend, méchten wir 
in erster Linie auf die elektrope Wirkung des Blutserums, des Liquor 
cerebrospinalis und der serofibrindsen Pleuraexudate hinweisen. Inwieweit 
sich die Kolloide dieser Kérperfliissigkeiten vermége ihrer negativen elektro- 
statischen Ladungen an den elektropen Vorgiingen bestitigen, konnte 
nicht einwandfrei festgestellt werden, da diese durch die starke Umlagerungs- 
wirkung der Alkalien verdeckt wurden. In diesen durch genannte K6rper- 
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fliissigkeiten in vitro bewirkten Umlagerungen der Farbstoffe spielen die 
Alkalien eine dominierende Rolle, wie dies sowohl durch die katalysierte 
Reaktion der Wasserstoffsuperoxydumlagerung, wie durch die Unter- 
suchung der Ultrafiltrate bezeugt wurde. 

Wenn wir zum SchluB8 die von Karczag und Sternberg erhobenen Befunde 
iiber die elektrostatische Ladung der Blutzellen mitberiicksichtigten und 
das Blutserum als ein einheitliches System betrachten, so kénnen wir die 
negative Ladung des Blutserums als die stirkste bezeichnen, welche eine 
weit allgemeinere elektrope Wirkung als die Blutzellen bewirkt. Die Ladungs- 
reihenfolge ware demnach wie folgt aufzustellen: 


Blutserum 
Liquor cerebrosp. 


> Rote Blutkérperchen > WeiSe Blutkérperchen. 


Biochemische Zeitschrift Band 138. 
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Uber Elektropie. 


IV. Mitteilung. 
Chemoskopie der Bakterien. 
Von 
L. Karezag und K. Hajos. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. Pézmaény Péter-Universitiit 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


1. Versuche mit Fuchsin S-Chemoskop. 

In dieser Mitteilung berichten wir iiber die Anwendung der Chemo- 
skopie auf bakteriologischem und serologischem Gebiete. 

Die untersuchten Bakterienkulturen besaBen im allgemeinen ein 
Alter von 24 bis 48 Stunden, nur die Tuberkelbazillen kamen in einer 
drei- bis vierwéchigen Kultur zur Untersuchung. Die Chemoskopie 
wurde vorschriftsmaBig in vorher geeichten Widalréhrchen ausgefiihrt, 
zu je lecm 0,1 prom. Chemoskop wurden 3 bis 4 Tropfen dicke Bakterien- 
emulsion zugesetzt und die Resultate nach 12 Stunden abgelesen. 





Bakterium Di 
ie 8 paratyphus A ; farblos +++ 
2. B. B mas, ” ma +- 
2: B. epee a se oS ” +} 
4. B. he comm... . | de ee 
5. B. dysenteriae Y . | + +++ 
6. B. >», Flexner | ao 414 
eRe »  Shigal | farblos ++. 
8. B. ” ” i + 7 * 
9. B. ” » 8 | = 5 i 5a 

10. B. pneum. Friedl. | a ++ + 
11. By subtilis’... . . - ++- 
12, B. proteus X19. . } farblos +t 
13. Staphylococe, aureus | fi + 4--+- 
= B. diphtheriae. . . | + t+ 

. B. anthracis... . | +++ +++ 
16. B. tubercul. homin. | ptt, tt 


Beziiglich der Entfairbungsgeschwindigkeit soll noch erwahnt werden, 
da8 diesbeziiglich etwas Auffallendes nur bei Paratyphus B_ beobachtet 
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werden konnte, welcher den Farbstoff meist rascher entfarbte als Para- 
typhus A und Typhus. Wenn wir unsere Versuchsresultate kurz tiberblicken, 
so ist vor allem ersichtlich, da8 mit Ausnahme des Anthrax und Tuberkel- 
bazillus alle iibrigen Bakterien die Entfarbung des Farbstoffchemoskops 
bewirkten. Die Tuberkelbazillen verhalten sich noch insofern abweichend, 
daB8 die Farbstofflésung an Intensitaét noch tiefer wurde, als ob diese mit 
einer Spur Salzsiure versetzt gewesen wire. Die iibrigen Bakterien, welche 
die Entfarbung bewirkten, lieBen kleine, aber immerhin deutliche Diffe- 
renzen erkennen, indem bei ihnen die Intensitaét der Entfairbung eine ver- 
schiedene war. 

Nach ihrem Vermégen, die Fuchsin S-Lésung zu entfarben, diirften 
die untersuchten Bakterien wie folgt gruppiert werden: 





ee i eee Be ye Fine abr gine 
Fuchsin a | Fuchsin S stark entfarbt Fuchsin S vdllig entfarbt 


B. anthracis . dysenteriae Y |B. paratyphus A 

B. tubercul. hom. f ms Flexner |B. se B 

” Shiga 2 | B. typhi 

; » 3 |B. coli comm. 

. pneum. Friedlander — B. dysenteriae Shiga I 
. subtilis B. proteus X 19 

. diphtheriae | Staphylococcus aureus 


9 


Die mikroskopische Untersuchung der in den Farbstofflésungen ver- 
weilten, Bakterien ergab, daB sich der B. anthracis mit diesem Farbstoff 
minimal tingierte, da der Tuberkelbazillus eine deutliche Rotfairbung 
besaB. und die iibrigen Bakterien ganz farblos blieben. 


2. Versuche mit Fuchsin S-Carbinol. 
Die Untersuchung mit dem farblosen Carbinolechemoskop wurde in 
analoger Weise wie mit der Farbstofflésung vorgenommen. Die erhaltenen 
Resultate méchten wir im folgenden zusammenstellen: 





Carbinol gerétet Carbinol unverandert farblos 


B. tubercul., auffallend rot | Alle iibrigen Bakterien, welche 
B. anthracis, minimal gerétet | im obigen Versuch die Fuchsin 8- 
B. subtilis, merklich gerétet | Lésung entfarbten 


Aus der ausgefiihrten Chemoskopie der Bakterien lieB sich folgendes 
feststellen : 

1. Eine stark negative elektrostatische Ladung besitzen die Bakterien 
der Coli-, Typhus-, Paratyphusgruppe, ferner der Proteus X 19, Staphylo- 
coecus und der eine Shigastamm. Dementsprechend besitzen sie ein starkes 
Entfarbungsvermégen fiir Fuchsin §, réten das Carbinol nicht und er- 
scheinen unter dem Mikroskop ungefarbt. 

2. Eine etwas schwichere negative elektrostatische Ladung als die 
vorigen, jedoch eine starkere als das Fuchsin 8 besitzen im allgemeinen die 
Dysenteriebazillen, der Friedldndersche Bazillus, der Subtilis und der 
Diphtheriebazillus. Deshalb ist ihr Entfarbungsvermégen fiir Fuchsin 8 eine 
geringere als dasjenige der obigen Gruppe. Sie vermédgen die Farbstoffe 
nicht zu adsorbieren und zeigen auch keine mikroskopische Fiarbung. 
Ob sie befahigt sind, die Carbinole zu adsorbieren, konnte nicht mit Be- 
stimmtheit entschieden werden. 














oe penne ats 





Me hee Pe eer ee 














410 L. Karezag u. K. Hajés: 


3. Ganz scharf heben sich von den gepriiften Bakterien der Anthrax 
und Tuberkulosebazillus ab. Sie besitzen eine negative Ladungsstiirke, 
welche unterhalb derjenigen des Fuchsins 8 gelegen ist. Dementsprechend 
werden die Farbstofflésungen nicht entfarbt und sogar durch den Tuberke!|. 
bazillus an Intensitaét vertieft. Sie adsorbieren die Farbstoffe aus ihren 
Lésungen in dem Mage, da8 sie unter dem Mikroskop tingiert bzw. gefirbt 
erscheinen. Auch lassen sie die Regeneration der Farbstoffe aus den far\- 
losen Carbinolen erkennen und adsorbieren die regenerierten Farben schwach 
auf ihrer Oberfliche (elektrope Regenerationsadsorption). 

Auf Grund dieser Erkenntnisse méchten wir die Reihenfolge der 
Bakterien nach ihrer negativen elektrostatischen Ladungsstarke im folgen- 
den angeben: 


Paratyphus 3 \ Dysenteriebazillen Y 


Typhus Shi in Feed 3 Sulsosaure- Tuberkel- 
oli comm. ee farbstoffe bazillen 
: P obac, Friedland 2 

Shiga 1 Subtilis ay: - (Fuchsin 8) Anthrax 
Proteus X19 / Diohtherie 

Staphylococcus P 


Die Chemoskopie der Bakterien scheint somit viel neues zutage ge- 
fordert zu haben und erméglichte uns, diese als physikalische Individuen 
voneinander scharf abzutrennen. Das Studium der elektrostatischen 
Ladungen der Bakterien bildet aus den geschildertenGesichtspunkten eine 
wichtige Aufgabe der Mikrobiologie. Die elektrostatische Ladung der 
Bakterien wurde von mehreren Autoren in kataphoretischen Versuchen 
untersucht, von denen Bechold'), Zenovodeanu und Henri*), Salus*), Teague 
und Buzton*), v. Szent-Gydrgyi®), Putter*), Hajés’) genannt werden sollen. 
Es wurde von diesen Autoren die anodische Wanderung fast aller Bakterien 
festgestellt, was mit unseren Befunden in vollkommenen Einklang zu 
bringen ist. 

Wir diirfen sogar sagen, daB die Chemoskopie mehr zu leisten vermochte 
als die Kataphorese. Wir haben nun die nachsten Versuche ausgefiihrt, 
um den Anwendungsbereich der Chemoskopie weiter zu erforschen, und 
machten uns die Chemoskopie agglutinierter Bakterien, welche bekanntlich 
durch die spezifische Immunagglutination ihre elektrostatische Ladungen 
einbiiBen, zur Aufgabe. Nach unseren Voraussetzungen miiBte sich der 
elektrostatische Ladungsverlust darin kundgeben, da8 die Farbstoff- 
lésungen, welche von den elektrostatisch geladenen Bakterien entfarbt 
werden, nach erfolgter Agglutination der Bakterien unverandert bleiben. 


Wir haben unsere Versuche mit Typhus-, Paratyphus A-, Paratyphus B., 
Dysenterie Shiga- und Dysenterie Flexner-Bazillen ausgefiihrt. Diese 
Bakterien von 24- bis 48stiindigen Agarkulturen wurden mit den entsprechen- 


1) Bechold, Kolloide in der Biologie und Medizin. Zeitschr. f. phys. 
Chem. 48, 385, 1904. 

2) Zenovodeanu und Henri, zit. nach Putter, s. unten. 

3) Salus, diese Zeitschr. 84, 378, 1917. 

4) Teague und Buzxton, zit. nach Putter, s. unten. 

5) vw. Szent-Gydrgyi, diese Zeitschr. 118, 29, 1921. 

8) Putter, Zeitschr. f. Immunitiatsforsch., Orig. 32, H. 6, S. 538, 1921. 

") Hajés, ebendaselbst 38, H. 1, 1921. 
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den Immunseris agglutiniert, zentrifugiert, und 6fters mit destilliertem 
Wasser gewaschen. Die Flocken wurden dann mit destilliertem Wasser auf- 
geschwemmt und der Chemoskopie unterworfen. Wir verwendeten als 
Chemoskope 0,1- bis 0,2prom. Fuchsin 8S und Wasserblauldésung. 


3. Versuche mit agglutinierten Bakterien. 





Normalbakterien || Agglutinierte Bakterien 


Bacterium j 


Fuchsin S$ ; | Wasserblau | Fuchsin S Wasserblau 

= = — I = —— = T = = — 

. B, paratyphus A... |  farblos farblos +++ | +4++ 
B ” B Sr ” ” +t ms i ~t ae 

| ” + “T. Sen ee i 


++ +++ 


 B. typhi . Nae yer Ser ans Gea 
. B. dysenteriae Shiga. . * ss + 
. B. ee Flexner . | fast farblos| fast farblos| +--+ + +4 


9? 


Diese Versuche bestitigen also vollauf unsere Erwartungen und es 
lieB sich der Ladungsverlust der agglutinierten Bakterien direkt klassisch 
durch die einfache Methode der Chemoskopie nachweisen. 
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Uber Elektropie. 


V. Mitteilung. 
Die Vitalchemoskopie. 
Von 
L. Karezag und L. Paunz. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. Pazmany Péter-Universitiit 
in Budapest. ) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


Wir haben bereits aus unseren Versuchen in vitro gesehen, dal} 
sowohl Bakterienzellen wie tierische Zellen vermége ihrer elektro- 
statischen Ladungen elektrope Wirkungen sowohl in Richtung der 
Carbinole, wie in Richtung der Farbstoffe zu veranlassen imstande 
sind, daB die stark elektrope Wirkung des Blutes, des Liquors, wie 
anderer Korperfliissigkeiten die Umwandlung der Farbstoffe in Richtung 
der Carbinole hervorruft. 

Es sollte nun in den Tierversuchen das Schicksal der einverleibten 
Farbstoffe aus Gesichtspunkten der Elektropie verfolgt werden, wobei 
in Anbetracht auf das avitale Firbungsvermégen der umlagerungs- 
fahigen Sulfosiurefarbstoffe (Fuchsin 8, Wasserblau, Lichtgriin usw.) 
und auf die groBe Umlagerungswirkung der Kérperfliissigkeiten zu 
erwarten war, dag durch die Zellen nicht die Farbstoffe, sondern die 
Carbinole aufgenommen werden. 

Sowohl die makroskopischen Verainderungen der Organe wie die 
mikroskopischen Untersuchungen der Gewebsschnitte sollten dariiber 
entscheiden, ob beziiglich der Carbinolbindung die Gewebs- bzw. Zell- 
kolloide Unterschiede erkennen lassen, und ob eine Vitalchemoskopie 
der Zellen durch Tierversuche méglich ist. 

Nach den Prinzipien der Chemoskopie miiBten sowohl absolute, 
wie durch das Kontaktpotential bedingte positive und negative La- 
dungen in den lebenden Zellen und Zellbestandteilen méglich sein, 
denn die negativ elektrischen Ladungsstellen (deren Ladungsstarke 
groBer als die negative Ladung der Sulfosiurefarbstoffe ist)miBten 
ebenso wie etwa Kaolin und Schwefel ein starkes Entfarbungsvermégen 
fiir Farbstoffe, keine Adsorptionsfahigkeit fiir Carbinole besitzen, 
wogegen diejenigen Ladungsstellen, welche stirker als die Sulfosiuren 
geladen sind, miiBten wie etwa Gelatine befahigt sein, sowohl Farb- 
stoffe umzulagern, wie Carbinole zu adsorbieren. SchlieBlich miBten 
die durch Kontakt bedingten, stark positiven Ladungen, wie etwa 
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Casein oder Nuclein, Farbstoffe als solche zu adsorbieren und die farb- 
losen Carbinole aus dem Blute zu regenerieren befahigt sein. 

Absolute, nicht durch das Gesetz der Kontaktelektrisierung be- 
dingte positive Ladungen miiBten ihre Wirkungen gegeniiber Farb- 
stoffen und Carbinolen in gleicher Richtung wie Casein oder Nuclein 
entfalten. Im folgenden soll unser Versuchsplan, sowie der Uberblick 
der angestellten Versuche angegeben werden. 


Einleitung der Versuche. 
. Technik und Experimente an Kaninchen mit Fuchsin 8, Wasserblau 
und Lichtgriin. 
. Makroskopische Verdnderungen: 
a) der Organe und K6rperfliissigkeiten, bei der Sektion. 
b) der Gefrierschnitte im nativen und durch Salzsiure regene- 
riertem Zustande, 
c) der Paraffinschnitte. 
. Mikroskopische Verdnderungen: 
a) der Gefrierschnitte im nativen und durch HC’ regenerierten 
Zustande, 
b) der Paraffinschnitte. 


Uberblick der Versuche. 
a) nach den einzelnen Organen, 
b) nach den histologischen Elementen. 


Beurteilung der Versuche vom Standpunkt der Elektropie. 
a) Resorption, Umwandlung und Ausscheidung der Farbstoffe, 
b) Die Besprechung der Vitalchemoskopie. 


Technik und Experimente. 

Zu den Versuchen wurden Kaninchen von einem Korpergewicht etwa 
1800 bis 2500 g verwendet. Insgesamt wurden 30 Tiere verarbeitet. Als 
Farbstoffe wurden Fuchsin 8, Wasserblau und Lichtgriin gewahlt, welche 
in l-bis 2,5proz. Lésungen in einem Infusionsapparat gebracht wurden. 
Die Applikationsart war die subkutane, und die Tiere erhielten ein- bis 
zweistiindlich etwa 20 bis 80 ccm Farbstofflésung, wonach die Injektions- 
stelle leicht massiert wurde. Die Versuchsdauer betrug 2 bis 24 Stunden. 
Beobachtet wurde das Auftreten der Konjunktivafarbung, das Erscheinen 
des Farbstoffs im Harne und die Farbung des Kots. Vor dem Toten der 
Tiere wurde aus der Ohrvene zwecks spaterer Verarbeitung etwa 10 ccm 
Blut abgenommen. 

Die Sektion der Tiere wurde sofort nach dem Tode vorgenommen, 
und im Anschlu8 daran die frische Bearbeitung der Organe in Gefrier- 
schnitten und die Konservierung in der Tellyesnitzkyschen Formalin- 
essigsiure. Der Gallenblaseninhalt wurde vorsichtig aufgefangen und 
zwecks weiterer Verarbeitung beiseite gelegt. 

Nach langen Erfahrungen gewannen wir schlieBlich eine Versuchs- 
methode, welche sich zu diesen Versuchen als empfehlenswert erwies, 
und welche uns erméglichte, die Versuche samt mikroskopischer Unter- 
suchung und Vorbereitung der Schnitte in einem Arbeitstage auszufiihren. 
Dieser Halbtagversuch wurde friih um 7 Uhr begonnen und abends um 7 Uhr 
beendet, wonach die Tiere getétet wurden. Die subkutanen Infusionen 
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erfolgten zweistiindlich, und es wurden schlieBlich 3 g Farbstoff pro Kilo. 
gramm in 2\4%4proz. Lésung verabreicht. 

Die Sektion wurde nach dem Tode der Tiere vorgenommen. Aus den 
Organen wurden sofort einerseits Gefrierschnitte verfertigt und andererseits 
wurden, sie in Formalinessigsiture gelegt. Die Gefrierschnitte wurden 
einerseits im nativen Zustande untersucht, andererseits tiber Nacht zwecks 
Regenerierung der vorhandenen Carbinole in eine 0,1 proz. Salzsiurelésung 
stehen gelassen. Die Einbettung der in Formalinessigsiure gehiarteten 
Praparate erfolgte durch Alkohol und Chloroform innerhalb 2 bis 3 Tagen, 
da das weitere Stehenlassen die Farbung der Priparate hier und da be. 
einfluBt. 

Ohne auf Einzelheiten einzugehen, wollen wir zunachst nur einige 
pragnante und schon in den Orientierungsversuchen aufgefallene Farbungs- 
effekte besprechen. 

Die Tiere vertrugen die Infusionen im allgemeinen, gut. Beim Fuchsin S- 
Tier trat die Konjunktivafarbung sowie die Entleerung des Farbstoffs 
durch den Harn nach 3 bis 4 Stunden auf. Beim Wasserblautier erschien 
die Konjunktivafarbung nach 6 bis 8 Stunden, und die Ausscheidung durch 
den Harn noch spater. Das Lichtgriintier zeigte an der Konjunktiva nach 
2 bis 3 Stunden die Griinfairbung, und der Farbstoff erschien zu dieser Zeit 
auch im Urin. Der Stuhl der Tiere war in allen Fallen stark (rot, blau, griin) 
gefarbt. Das Blutserum des Fuchsin 8-Tieres war etwas himolytisch und 
schwach rosa tingiert, welche Farbe sich auf Séurezusatz in eine intensiv rote 
verwandelte. Das Blut der Wasserblau- und Lichtgriintiere war braunlichrot 
und das Serum zeigte nach Salzsiurezusatz eine Regeneration der Farbe. 


Makroskopische Farbungseffekte. 













































































| In frischem Zustand | Nach Fixierung 
|Fuchsin s| 7 Lichtgrin || Fuchsin S Wasser> | richtgrin 
1. Hout... .. Pt | tt | He tt 
2, Unterzellhaut- 
gewebo | +++] 44+ | tt+ t+t+it++ttt+4 
3. Muskel (Psoas) 0 0 + + 0 + 
& Fascien 2. | + | 44 + EF a 
. Fascien .... + }- 
~ ra nage t he ue il Sal 0 + 
. cardi sa + 
8. Teedeneetinen ; : Tt a .F ari id 
9. Herzklappen. . + ++ + pags +4 } +44 
10. Sehnenfaden. © |] + | ++ [ttt] ttt) tt++)] +++ 
11. Aorta ascendens ot cae + |++++) +++ | +++ 
12. Aorta descend. — 7 eee oF yt 
13. Lunge. .... + 0 + + > +4 
14, Bronchion ©. | | ++ | f+ | 4+ (444+ / 44+ 
15. Trachea... . ff + | tt [+++ it+++| +++ | +++ 
i tayor 2) ¢ | Ae fe ee | | 
pe Cg Pe CEO ED 
piglottis + ht. 
20. Cardia. | | | i re Pe a ee 
21. Magenfundus . | cms + ++ Tt +4 
2. Pylorus .... | + +} 4+ i 4+) +4 1 ++ 
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An 15 bis 20 “ dicken Schnitten betrachtet, zeigen einige wichtigere 
Organe folgende Farbungseffekte: 





ah REE ae aS) ll iain ad Beleaten 
Nativ | Regeneriert Praparate 


| Fuchs |Wassers| Licht: || Fuchs |Wasser| Lichts 





Fuchs Wasser: Licht 


| sinS | blau griin | sinS | blau grin | sinS blau | griin 
| | 
Niere $14 @ f+] + HH 
Leber... 0 | 0 0 + | + 0 + + + 
See e f-9 0 + + 0 - te ie 
Herzmusku- | | 
latur .. RS es eS + | 0 0 0 + 
Skelettmus- | 
kulatur ee Bek + | 0 0 + 0 0 
Lunge . Ot ets + | 0 0 4 0 
Ovarium- | | | 
follikel. . || 0 0 tide 4-} eB ted 


Schon aus der makroskopischen Betrachtung kann man _ folgendes 
klar ersehen. 


1. Die Farbstoffe befinden sich in den Kérpersaéften und Organen, 
zum groBten Teil in Carbinolform, aus welcher sie mit verdiinnter Salzsiure 
regeneriert werden kénnen. 


2. Sie verteilen sich ungleichmaéBig zwischen den einzelnen Organen. 


3. Gewisse Unterschiede in den Farbungseffekten der verschiedenen 
Farbstoffe lassen sich schon bei der makroskopischen Betrachtung erkennen. 


Naheres iiber die Verteilung des Farbstoffes bieten die mikroskopischen 
Bilder. 

In den nativen mit Séure nicht behandelten Praparaten ist keine 
mikroskopische Fiarbung zu sehen. Leichte Tinktionen sind allerdings 
hier und da zu vermuten. Sie erreichen aber nur ausnahmsweise (Wasser- 
blau) den Grad der mikroskopischen Fiarbbarkeit. Diejenigen Stellen, 
welche mit dem Farbstoff unmittelbar in Beriihrung standen und dedurch 
tiefgreifende Schidigungen erlitten, wie z. B. das Unterhautzellgewebe des 
Rumpfes, miissen selbstverstiindlich anders beurteilt werden. 


Nach erfolgter Regeneration ergab die mikroskopische Untersuchung 
folgende Resultate: 


1. Niere. 

Fuchsin-S-Tier: Samtliche Rindenkanilchen diffus stark gefirbt, die 
Kanalchen der Marksubstanz teilweise schwacher, zum gréB8ten Teil kaum 
gefarbt. Die Fasern des interstitiellen Bindegewebes sind schwach, die 
Muskulatur der GefaSwinde mittelstark gefirbt. Hier und da springen 
die elastischen Lamellen der Arterien stirker gefirbt ins Auge. Glomeruli 
stellenweise schwach tingiert, zum gré8ten Teil ungefarbt. 

Wasserblautier: Rinde, in der auBeren Schicht sind die gewundenen 
Kanalchen stark gefairbt, in der inneren Schicht an der Grenze der Mark- 
substanz sind fast alle Kanialchen (zum gréSten Teil den Henleschen 
Schleifen zugehérend) stark gefarbt. Die Muskulatur der GefaiBe ebenso, 
wie viele Kanalchen der auBeren Rindenzone und sémtliche Glomeruli und 
Markkanialchen ungefarbt. 
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Lichtgriintier: Sowohl die Markkanalchen wie ein groBer Teil der 
Rindenkanélchen schwach tingiert, die gewundenen Kanilchen etwas 
stirker gefarbt. Glomeruli teilweise ungefarbt, teilweise sehr schwach 
tingiert. Bindegewebe, GefaiBe diffus schwach gefirbt. 


2. Trachea. 


Fuchsin-S-Tier: Tunica propria, Submucosa, Perichondrium. Mus- 
kulatur mittelstark, Epithel und das Knorpelzellplasma auBerst schwach 
tingiert. 

Wasserblautier: Perichondrium stark gefiairbt, Bindegewebefasern der 
Submucosa und Tunica propria etwas schwacher. Das Epithel und Knorpel- 
gewebe ungefarbt. 


Lichtgriintier: Perichondrium mittelstark, Tunica propria schwach 
gefarbt. Im tibrigen ungefarbt. 


3. Oesophagus. 

Fuchsin-S-Tier: Muscularis mucosae schwach gefarbt. Epithel, Binde- 
gewebe, Muskelschicht ungefarbt. 

Wasserblautier: Bindegewebsfasern der Tunica propria und Submucosa 
mittelstark gefarbt, die tibrigen Elemente ungefarbt. 

Lichtgriintier: Tunica propria, Submucosa und Muscularis mucosae des 
Oesophagus blaBgriin gefairbt. Ungefirbte Elemente: Epithel, Muskel- 
schicht. 

4. Aorta. 

Fuchsin-S-Tier: Die glatte Muskulatur der Wand intensiv, elastische 
Faser schwacher gefarbt. 

Wasserblautier: Kollagene Faser intensiv, die elastischen schwiacher 
gefirbt. Muskulatur ungefiarbt. 

Lichtgriintier: Elastische Faser der ganzen Wand stark, kollagene Faser 
der Adventitia nur schwach gefarbt. Muskulatur ungefarbt. 


5. Leber. 
Fuchsin-S-Tier: Von den gréBeren Gallengingen abgesehen keine 
Farbung. 
Wasserblautier: Bindegewebsfaser der Interstitiums mittelstark ge- 
farbt. Leberzellen ungefarbt. ° 
Lichtgriintier: Bindegewebe schwach tingiert. GréBere Gallenginge 
etwas stirker gefirbt. Leberparenchym ungefarbt. 


6. Dickdarm. 
Fuchsin-S-Tier: Subserosa und Submucosa sowie Muskelschicht 
schwach tingiert. 
Wasserblautier: Submucosa schwach gefirbt, sonst alles ungefarbt. 
Lichtgriintier: Submucosa schwach tingiert. 


7. Diinndarm. 
Fuchsin-S-Tier: Keine ausgesprochene Fiarbung. 
Wasserblautier: Submucosa schwach gefarbt, sonst alles ungefarbt. 
Lichtgriintier: Submucosa sowie in der Darmwand gefundene Coccidien 
schwach gefarbt, sonst alles ungefirbt. 
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8. Lunge- und Bronchien. 

Fuchsin-S-Tier: Die glatte Muskulatur der Bronchien und der Lungen.- 
arterien ist schwach gefiirbt. Noch schwacher ist das Epithel der Bronchien 
tingiert. Lungenparenchym ungefarbt. 

Wasserblautier: Perichondrium und Submucosa der Bronchien stark, 
einige Knorpelzellen sowie Intima der GefaBwiande schwach  gefiarbt, 
Muskulatur der Bronchien hier und da aéuBerst schwach tingiert. Lungen- 
parenchym, Bronchienepithelzellen, Lymphfollikel ungefarbt. 

Lichigriintier: Submucosa und Muskulatur der Bronchien AauBerst 
schwach tingiert, elastische Faser der Lungenarterien etwas stirker gefiarbt. 
Ubrige Elemente ungefarbt. 

9. Ovarium. 

Fuchsin-S-Tier: Follikelepithelien, fliissiger Inhalt, sowie Eizelle 
einiger reifen Follikel mittelstark gefarbt. Alle tibrigen Elemente ungefarbt. 

Wasserblautier: Dasselbe, wie beim vorigen Tier. AuBerdem aber auch 
die Bindegewebskapsel und einzelne Bindegewebsstrange intensiv gefarbt. 

Lichtgriintier: Wie beim vorigen, nur etwas schwiicher gefarbt. 


10. Milz. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebskapsel schwach tingiert, im _ tibrigen 
farblos. 
Wasserblautier: Bindegewebskapsel, Trabekel intensiv, Adventitia der 
kleinen Arterien mittelstark gefirbt. Pulpa und Follikel ungefirbt. 
Lichtgriintier: Bindegewebskapsel aéuBerst schwach tingiert. Parenchym 
ungefarbt. 
11. Herz. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebe leicht tingiert. Muskulatur ungefiarbt. 
Wasserblautier: Bindegewebe schwach gefirbt. Muskulatur ungefarbt. 
Lichtgriintier: Alles ungefarbt. 


12. Zunge. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebe, Arterienwinde (Musculatur und Elastica) 
schwach gefairbt. Muskulatur, Epithel ungefirbt. 
Wasserblautier: Bindegewebe mittelstark gefarbt. Die iibrigen Be- 
standteile ungefirbt. 
Lichtgriintier: Alles ungefarbt, mit Ausnahme der Submucosa, deren 
Bindegewebe schwach tingiert erscheint. 


13. Glomeruli. submazillaris. 


Fuchsin-S-Tier: Das ganze Praparat diffus sehr schwach, Ausfiihrungs- 
gange etwas starker tingiert. 

Wasserblautier: Bindegewebe intensiv gefairbt. Driisenparenchym un- 
gefarbt. 

Lichtgriintier: Bindegewebe mittelstark gefarbt, Driisenparenchym un- 
gefarbt. 

14. Nebenniere. 

Fuchsin-S-Tier: Gewebskapsel schwach tingiert, Marksubstanz, Rinde 
ungefarbt. , 

Wasserblautier: Kapsel gefirbt, sonst farblos. 

Lichtgriintier: Bindegewebskapsel sehr schwach tingiert, Mark und 
Rinde ungefarbt. 
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15. Quergestreifte Muskulatur. 
Fuchsin-S-Tier: Ungefarbt. 
Wasserblautier: Ungefarbt. 
Lichigriintier: Ungefarbt. 
16. Knochenmark. 
Fuchsin-S-Tier: Das ganze Praparat diffus sehr schwach rosa tingiert, 
keine elektive Farbung. 
Wasserblautier: Praparat ungefarbt. 
Lichtgriintier: Praiparat ungefarbt. 


17. Riickenmark. 


Fuchsin-S-Tier: Dura mater intensiv gefarbt. Riickenmarksubstanz 
ungefarbt. 

Wasserblautier: Dura intensiv gefarbt, Riickenmarksubstanz ungefarbt. 

Lichtgriintier: Dura schwach gefarbt, Riickenmarksubstanz ungefarbt. 


18. Gehirn. 
Fuchsin-S-Tier: Gehirnsubstanz ungefarbt. 
Wasserblautier: Gehirnsubstanz ungefirbt. 
Lichtgriintier: Gehirnsubstanz ungefarbt. 


19. Uterus. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebsfaser, Muskulatur mittelstark gefiarbt. 
Wasserblautier: Bindegewebe mittelstark gefairbt, Epithel hier und da 
tingiert, Muskulatur ungefarbt. 
Lichigriintier: Bindegewebe schwach gefarbt, Epithel, Muskulatur un- 
gefarbt. 
20. Harnblase. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebsfaser, Muskulatur mittelstark gefarbt. 
Epithel ungefarbt. 
Wasserblautier: Submucosa mittelstark gefairbt. Muscularis schwach 
tingiert. Epithel ungefarbt. 
Lichtgriintier: Bindegewebe, Muskulatur intensiv gefirbt, Epithel un- 
gefarbt. 
21. Magen. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebe schwach gefirbt, sonst keine Farbung. 
Wasserblautier: Bindegewebe schwach, teilweise mittelstark gefarbt. 
Epithel, Muskulatur, sowie tibrige Elemente ungefarbt. 
Lichtgriintier: Bindegewebe schwach gefarbt, sonst keine Farbung. 


22. Lymphdriise. 
Fuchsin-S-Tier: Marksubstanz diffus auBerst schwach tingiert. Follikel 
ungefarbt. 
Wasserblautier: Einige schwach tingierte Bindegewebsstrange, sonst 
alles ungefarbt. 
Lichtgriintier: Praparat ungefirbt. 


23. Schilddriise. 

Fuchsin-S-Tier: Ungefiarbt. 

Wasserblautier: Das Kolloid in vielen Follikeln schwach tingiert. Binde- 
gewebe und GefiBwinde miaBig gefairbt. Ungefirbt: Driisenzellen der 
Thyreoidea und der Parathyreoidea. 

Lichigriintier: Ungefarbt. 
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24. Hoden. 


Fuchsin-S-Tier: Bindegewebe schwach gefirbt, Parenchym ungefar!t. 
Wasserblautier: Bindegewebe stark gefiirbt, Parenchym ungefarbt. 
Lichtgriintier: Bindegewebe mittelstark gefarbt, Parenchym ungefarbt. 


Uberblick der Versuche. 


Wir miissen gewisse individuelle Eigenschaften der Farbstoffe 


zunachst auBer acht lassen, da es — unserer Meinung nach — noch 


eines gréBeren Versuchsmaterials bedarf, um diesbeziiglich eine strenge 


GesetzmaBigkeit feststellen zu kénnen. Einige Resultate lassen sich 

jedoch schon jetzt hervorheben, wie im folgenden gezeigt werden soll: 
Das Fuchsin-S-Carbinol zeigt die folgende abstufende histotropische 

Reihenfolge : : 

Nierenkanalchen > glatte Muskulatur der Arterienwiinde, Bron- 
chien usw., elastische und kollagene Bindegewebsfasern > Follikel und 
Eizellen der Eierstécke. 

Das Wasserblaucarbinol erwies im allgemeinen die folgende histo- 
tropische Reihenfolge : 

Kollagene Bindegewebsfaser > Nierenkanalchen > elastische Binde- 
gewebsfaser > Follikel und Eizellen der Eierstécke. 

Das Lichigriincarbinol zeigte folgende Reihenfolge: 

Elastische Bindegewebsfaser > kollagene Faser > Nierenkanilchen 
> Follikel und Eizellen der Eierstécke ~ glatte Muskulatur. 

Die Farbung des Bindegewebes steht in den meisten Organen im 
Vordergrunde und die makroskopisch beobachtete Farbungsintensitiit 
ist vielfach durch den Reichtum des betreffenden Organs an binde- 
gewebigen Elementen bedingt. Jedoch ist auch das Bindegewebe durch 
die verschiedenen Carbinole bzw. Farbstoffe verschieden stark betroffen. 


Wasserblau farbt stark die kollagenen und schwach die elastischen 
Fasern. Lichigriin hingegen stirker die letzteren und schwacher dic 
ersteren. Fuchsin S firbt beide mittelstark. 


Im folgenden méchten wir eine Zusammenstellung als Beispiel angeben, 
in der die Adsorptionsfahigkeit der einzelnen Elemente fiir das Fuchsin-S- 
Carbinol in drei Hauptgruppen geteilt ist: 

a) Starke Adsorptionss b) Mittelstarke Adsorptions- | c) Schwache oder keine Adsorp- 

fahigkeit fihigkeit tionsfahigkeit 

Bindegewebsfaser der | Follikelzellen der Eier-| Zentralnervensystem, 
Haut u.desUnterhaut- stécke, hie und da auch Lungen- und Milzparen- 
zellgewebes. Sehnen, | Eizellen. Glatte Musku- chym, Plattenepithelien, 
Fascien, Perichon- | latur d, Tuba, Bronchien, Schilddriise, Nebenniere, 
drium. Nierenkanaél- | Muscularis mucosae der Tranen- und _ Speichel- 
chen. Glatte Musku- | Speiserdhre, Dura mater. driisen, quergestreifte 
latur der Arterien-  Kollagene Fasern des | Muskelfasern usw. 
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Diese Zusammenstellung demonstriert zur Geniige, daB bestimmten 
Geweben die Fahigkeit zukommt, Carbinole zu adsorbieren, und ins- 
besondere kommt diese Eigenschaft den verschiedenen Bindegewebs- 
fasern, gewissen Nierenkanilchen und Ovariumfollikeln, in maBigerem 
Grade auch den glatten Muskelfasern zu. 

Die schwach diffuse Tinktion einiger in der obigen Zusammen- 
stellung nicht beriicksichtigten Elemente (Zylinderepithelien, Knochen- 
mark usw.) miissen wir einstweilen auBer acht lassen, da eine post- 
vitale Farbung bei diesen nicht auszuschlieBen ist. Es geniigt namlich 
die geringste Spur dieser Farbstoffe, um in einem saiurehaltigen Medium 
eine Farbung der Gewebe zu bewirken. AuBerst verdiinnte, etwa 
0,0001 proz. Lésungen von Fuchsin 8, Wasserblau, Lichtgriin, welche 
allein Gefrierschnitte (Niere, Leber, Nebenniere) auch nach tagelang 
dauernder Beriihrung nicht fiarben, verleihen diesen in Gegenwart 
von verdiinnter Salzsiiure innerhalb einiger Stunden eine tiefrote, blaue 
baw. griine Farbe, wobei sich die Farbstofflésungen entfarben: Ein 
Zusatz von Formalinessigsiure beginstigt diesen Vorgang besonders 
stark. In allen diesen Fallen erhielten wir aber eine diffuse Gewebs- 
farbung, an welcher Parenchym, Bindegewebe gleichmafig teilnahmen. 
Jedoch konnte ein Farbungseffekt, welcher der unter a) und b) bekannt- 
gegebenen elektiven Farbung gleichen wiirde, nie erzielt werden, weshalb 
letztere als eine echte, intravital entstandene Fiarbung betrachtet 
werden muB. 


Beurteilung der Versuche vom Standpunkte der Elektropie. 


a) Resorption, Umwandlung und Ausscheidung der Farbstoffe. 


Wenn wir das Schicksal der subkutan infundierten Farbstoffe 
verfolgen, so kénnen wir auf Grund der mitgeteilten Experimente 
und Untersuchungen zusammenfassend folgendes berichten. 

Die Farbstoffe erleiden nach ihrer subkutanen Resorption eine 
Umwandlung in Carbinole, jedoch muB auch angenommen werden, 
daB sie im Blute und in den Gewebsfliissigkeiten auch als solche vor- 
handen sind. Die Durchtrankung der Organe spricht fiir den Umstand, 
daB die Farbstoffe auch in unverindertem Zustande zirkulieren, da 
sie jedoch nur makroskopisch sichtbare Verainderungen erzeugen und 
eine mikroskopisch sichtbare Farbung der Gewebselemente nicht er- 
kennen lassen, kann angenommen werden, da diejenige Menge, welche 
auf diese Art die Gewebe durchtriinkt, nur eine verschwindende ist. 
Die scheinbar tiefe Fiarbung ist somit vielmehr auf die Schichtdicke 
der imbibierten Teile wie auf eine echte Farbung zuriickzufihren. 
Keine einzige lebende Zelle ist im Halbtagsversuch imstande, die 
untersuchten Sulfosiurefarbstoffe (Fuchsin 8, Lichtgriin) in mikro- 
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skopisch sichtbarer Menge aufzunehmen. Nur beim Wasserblau war 
in vereinzelten Fallen eine vitale Farbung der Nierenepithelien und 
kollagenen Bindegewebsfasern zu beobachten. 

Ob die Umwandlung der Farbstoffe in Carbinole bei der Resorption 
auf eine Umlagerung durch chemische Einfliisse (Blut und Gewe)s. 
alkali) oder auf eine echte elektrope Wirkung der Zellkolloide zuriick- 
zufiihren ist, kann nicht entschieden werden. Als ein Beweis dafiir. 
daB die Farbstoffe in der umlagerten Carbinolform im Blutkreislauf 
vorhanden sind, spricht der Umstand, da die Farbstoffe durch Be. 
handlung des vor dem Tode der Tiere abgenommenen Blutes bzw. 
Serums mit Salzsiure regeneriert werden kénnen. Insbesondere lassen 
sich die Regenerationen beim Wasserblautier und Lichtgriintier er. 
zielen, beim Fuchsin-S-Tier ist dies wegen der stark himolytischen 
Farbe des Serums nicht auffallend nachzuweisen. Das Carbinol befolgt 
nun innerhalb des Organismus zwei Hauptausscheidungswege. Ob sie 
jedoch als solche zur Ausscheidyng gelangen oder aber an Ort und 
Stelle zuriickgehalten werden, kann nur letzteres mit Bestimmtheit 
gesagt werden. Es ist in histologischen Schnitten nachzuweisen, daf 
die Carbinole die Glomeruli passieren und durch die Tubuli elektiy 
adsorbiert werden. Da der Harn stark gefirbt ist, kann nicht mit 
Bestimmtheit gesagt werden, ob Carbinole als solche ausgeschieden 
werden. Es ist nicht wahrscheinlich, daB die im Harn erscheinenden 
Farbstoffe aus der Regeneration der durch die Tubuli ausgeschiedenen 
Carbinole herriihren, da diese nur durch sauer reagierende chemische 
Faktoren erfolgen kann und der Harn dagegen alkalisch reagiert. 
Vielmehr ist anzunehmen, daB die Farbstoffmolekiile infolge ihrer 
groBen Dispersitait das Nierenfilter passieren und als solche zur Aus- 
scheidung kommen. 

Ein anderer Ausscheidungsort der Carbinole ist die Gallenblase. 
Der Gallenblaseninhalt der Tiere ist sehr intensiv gefirbt, so daB hier 
eine Ausscheidung des Farbstoffs mit Bestimmtheit anzunehmen ist. 
Inwieweit sich jedoch daran regenerierte Carbinole betitigen, ob sic 
im unveranderten Zustande ausgeschieden werden, oder ob die Farb- 
stoffe durch den alkalischen Gallenblaseninhalt sekundir zu Carbi- 
nolen umgewandelt werden, kann nicht einwandfrei entschieden 
werden. Wir sind im Besitz eines Versuches, bei dem die Gallenblase 
eines Wasserblautieres, welches auBerdem noch etwa 3 g sauer reagieren- 
des Natriumdihydrophosphat erhielt, einen hellgelben Gallenblasen- 
inhalt besaB, welcher sich auf Zusatz von Salzsiaure intensiv blau farbte. 
Dieser Versuch bezeugte somit, das Carbinole in der Gallenblase vor- 
handen sein kénnen, ob sie jedoch durch Ausscheidung hierher gelangen, 
indem sie unverandert das Leberparenchym passieren, oder ob sie durch 
die Ausscheidung der unverindert kreisenden Farbstoffmolekiile und 
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durch deren Umwandlung an Ort und Stelle sekundir entstehen, kann 
nicht entschieden werden. 

Wir fanden keinen histologischen Anhaltspunkt dafiir, daB die 
Farbstoffe direkt durch den Darm zur Ausscheidung gelangen. Die 
Farbstoffe gelangen daher durch die Gallenwege in den Darm, wo sie 
die Farbung des Kotes bewirken und im unverinderten Zustande aus- 
geschieden werden. 

Eine Resorption des Farbstoffs durch die Darmwand kann nicht 
angenommen werden, da wir unter dem Mikroskop die Farbung der 
Darmepithelien vermiBten. 

Das Hauptdepot der im Blute kreisenden Carbinole sind die bereits 
erwihnten histologischen Elemente, mit den Bindegeweben an der 
Spitze, welche sodann die Carbinole elektiv an sich fixieren. Diese 
elektive Adsorption der Carbinole ist eine auBerst starke. Werden 
negative Gefrierschnitte 24 Stunden lang im Wasser stehen gelassen, 
und wird die Regeneration erst dann vorgenommen, so lit sich nach- 
weisen, da die Regeneration mit derselben Farbstirke als bei einem 
Kontrollpraparat erfolgt, und daB somit die Carbinole aus den Schnitten 
durch Wasser nicht herausgelést wurden. 


b) Besprechung der Vitalchemoskopie. 


Nachdem wir in ausgedehnten in-vitro-Versuchen mit Bakterien- 


zellen und tierischen Zellen nachgewiesen haben, daB sie vermége ihrer 
elektrostatischen Ladungen die elektrope Umwandlung der Farbstoffe 
bewirken und nachdem wir auch die Umlagerungsfahigkeit des Blutes 
und anderer Korperflissigkeiten auBerhalb des Tierkérpers kennen- 
gelernt haben, stellten wir uns zur Aufgabe, die elektrostatischen 
Ladungen der Zellen sowie die elektropen Vorgiinge auch innerhalb 
des tierischen Organismus unter vitalen Bedingungen zu erforschen 
und somit einen Versuch der Vitalchemoskopie anzustellen. 

Die diesbeziiglichen Versuche bildeten den Gegenstand der vor- 
liegenden Mitteilung, und bevor wir sie nach den Prinzipien der ladungs- 
qualimetrischen und ladungsquantimetrischen Chemoskopie besprechen, 
méchten wir das kurze Resiimee der beobachteten makroskopischen 
und mikroskopischen Veranderungen vorausschicken : 

1. Farbstoffe wurden im allgemeinen als solche durch lebende 
Zellen oder Zellbestandteile nicht aufgenommen. 

2. Die Farbstoffe erleiden innerhalb des Tierkérpers eine tautomere 
Umlagerung ausschlieBlich in Richtung des Carbinols. 

3. Die vitale Aufnahme der Carbinole erfolgt elektiv durch be- 
stimmte Gewebselemente. Eine farbige Regeneration der Carbinole 
ist nicht zu beobachten. 

Biochemische Zeitschrift Band 138. 98 
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4. Die histologischen Elemente verhalten sich beziiglich ihyer 
vitalen Elektivitaét nicht gleich, und auch die Carbinole sind je nach 
ihrer Herkunft nicht gleich aufnahmefahig. 

Nach den Prinzipien der Chemoskopie miiBten sich diejenigen 
Zellorte, welche positiv elektrostatische Ladungen besitzen, dadurch 
zu erkennen geben, daB sie an diesen Stellen das im freien Zustande 
zirkulierende Carbinol farbig regenerieren und gleichzeitig adsorbieren. 
Der Umstand, da8 in mikroskopischen Schnitten eine gefirbte Stelle 
zu beobachten war, spricht dafiir, daB positive elektrostatische 
Ladungen in den Geweben meistens nicht vorhanden sind, und zwar 
weder absolut positive (welche in einem von der Zelle getrennt gedachten 
Zustande, wie etwa Wasserstoffionen, mit positiver Elektrizitait beladen 
sind), noch durch die Gesetze der Kontaktelektrisierung bedingte 
positive Potentiale (welche also in einem von der Zelle getrennt ge- 
dachten Zustande als negativ geladene Teile sind), welche nach ihrer 
Starke die negative Ladung der Sulfosiuren iibertreffen wiirde. Die 
in den Zellen vorhandenen Ladungen besitzen ausschlieBlich ein nega- 
tives Vorzeichen, und das negative Héchstpotential muB nach den 
chemoskopischen Prinzipien eine GréBe besitzen, welche in ihrem 
Betrage eine héhere ist als das negative Potential der Sulfosiure- 
farbstoffe. Denn wire das Héchstpotential irgend eines Zellortes geringer 
als die negative Ladung der Sulfosiuren, so wiirden sich diese einerseits im 
Bezuge der Sulfosiiuren positiv verhalten und die Farbstoffe als solche 
adsorbieren geringer, und andererseits die Carbinole elektrop regenerieren 
und adsorbieren, wie etwa Nuclein und Casein in vitro imstande sind, 
die Farbstoffe als solche zu adsorbieren und die freien Carbinole unter 
Adsorption zu regenerieren. Diese Vorgiinge werden in der lebenden 
Zelle vermiBt und deshalb ist die Folgerung, daB in der Zelle nach 
ihrem absoluten Vorzeichen nur negative elektrostatische Ladungen 
vorkommen, deren GréBe oberhalb der Ladung der Sulfosiurefarbstoffe 
liegt, berechtigt. 

Nach den Prinzipien der Chemoskopie kann zwischen einer sehr 
stark negativen Ladung und einer schwicher negativen Ladung ein 
Unterschied auf Grund der Adsorptionsfaihigkeit gegeniiber Carbinolen 
getroffen werden. Ein sehr stark negativ geladener K6rper, wie etwa 
Kaolin oder Schwefel, besitzt eine starke Umlagerungswirkung gegen- 
iiber Farbstoffen, er adsorbiert aber die Carbinole nicht. Weniger 
stark negativ geladene Koérper, wie etwa die Gelatine, deren Ladungs- 
stiirke in der Nahe der Sulfosiuren liegt, besitzen dagegen eine grofe 
Adsorptionsfahigkeit fiir Carbinole. Es miissen daher auf Grund der 
Ergebnisse der Vitalchemoskopie diejenigen Zellen, welche keine Spur 
der im freien Zustande zirkulierenden Carbinole aufgenommen haben 
und somit nach Vornahme der farbigen Regeneration farblos erschienen, 
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als die starkst negativen Elemente der Gewebe betrachtet werden. 
Diejenigen Elemente dagegen, welche die Carbinole aus dem zirku- 
lierenden Blute durch Adsorption abgefangen haben, miissen als die 
schwacher negativen Elemente betrachtet werden. Nun gibt es auch 
hier Abstufungen. Die starker negativ geladenen vermégen die Car- 
binole nur schwach zu adsorbieren, und demgemaB zeigen sie im mikro- 
skopischen Regenerationsbilde nur eine geringe Firbung; die schwichst 
negativ geladenen zeichnen sich dagegen durch ihre groBe Adsorptions- 
fahigkeit fiir Carbinole aus, und sie zeigen dementsprechend im mikro- 
skopischen Regenerationsbilde die am intensivsten gefiirbten Stellen. 

Die Carbinole adsorbierenden Elemente zeigen demnach auf Grund 
der Vitalchemoskopie folgende negative Ladungsstirke : 

Auf Grund der Fuchsin-S-Versuche : 

Nierenkanilchen < glatte Muskulatur der Arterienwinde, Bron- 
chien usw. << elastische und kollagene Bindegewebsfaser << Follikel 
und Eizellen der Eierstécke. 

Auf Grund der Wasserblauversuche : 

Kollagene Bindegewebsfaser < elastische Bindegewebsfaser < 
Follikel und Eizellen der Eierstécke. 

Auf Grund der Lichtgriinversuche : 

Elastische Bindegewebsfaser < kollagene Faser <Q Nierenkaniilchen 
< Follikel und Eizellen der Eierstécke < glatte Muskulatur. 

Diejenigen Elemente, welche sich mit keinem der Farbstoffcarbinole 
beladen haben und welche wir somit im vitalen Zustande als die starkst 
negativen Elemente des Tierkérpers betrachten, sind folgende: 

Das Nervengewebe, die quergestreifte Muskelfaser, das Platten- 
epithel, viele innersekretorischen Driisen, das Lymphoidgewebe, Lungen- 
parenchym usw. 

Wir wollen noch aus unseren Versuchen keine weitgehenden Folge- 
rungen auf die Biologie der Zelle ziehen, deshalb méchten wir uns nur 
auf die Besprechung der elektrostatischen Verhaltnisse auf Grund der 
jitalchemoskopie beschranken. 

Es ist demnach anzunehmen, daB in dem lebenden Organismus 
schwicher negative Potentiale als die der Bindegewebe gar nicht vor- 
kommen, und solche schwach negativen Potentiale, wie wir sie im Casein, 
Nuclein, Euglobulin usw. begegnen und in vitro beobachten, in der 
lebenden Zelle nicht vorkommen. Das Vitalpotential der Zelle bzw. 
des schwachst negativ geladenen Gliedes (Bindegewebe), ist mit einem 
viel gréBeren Betrage stiirker als die Ladung der erwahnten Ko6rper, 
und etwa so stark wie die Ladung der Sulfosiuren. 

Beim Tode der Zelle findet ein Sturz des Vitalpotentials statt, 
und die negativ elektrische Ladung selbst der stiirkst negativ geladenen 
Elemente sinkt unterhalb der Ladungsstirke der Sulfosiiurefarbstoffe 
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und sinkt unter Umstainden bis zum Niveau der schwichst negatiy 
geladenen Korper (Casein, Nuclein, Euglobulin). Diese Umstiinde 
erklaren sodann, weshalb gewisse Farbstoffe durch viele Zellarten wahreiid 
des Lebens kaum oder nicht, nach dem Tode dagegen fast mit einem 
Schlage aufgenommen werden, wie wir dies in unseren postmortalen 
elektrostatischen Farbungsversuchen nachweisen konnten. 

Wir kénnen auf Grund der Vitalchemoskopie in unseren Folge. 
rungen weiter gehen, und mit Riicksicht darauf, daB die Carbinole 
je nach ihrer Herkunft nicht im gleichen Mafe aufnahmefahig sind, 
und daB sich das Lichtgriin als das schwachste Glied erweist, annehmen, 
daB die Bindegewebe ein solches stark negatives Potential besitzen, 
welches ungefahr der Ladungsstiirke dieses Farbstoffmolekiils entspricht. 

Zum Schlu8 méchten wir noch die Erscheinungen elektrostatischer 
Elektivitét kurz streifen. Wir begegneten sie bereits in mehreren Fallen, 
besonders hervorgehoben wurden sie aber noch nicht. Es konnte 
nimlich gezeigt werden, da durch die lebende Zelle zwischen zwei 
tautomeren Formen eine Auswahl getroffen werden kann. Die eine 
Form wird nicht adsorbiert, die andere dagegen stark und elektiv. 
Wir haben als die Ursache dieser elektiven Adsorptionen elektro- 
statische Momente angenommen, jedoch méchten wir auf Grund zahl- 
reicher Beobachtungen — woriber noch zusammenfassend in einer 
spiteren Mitteilung berichtet werden soll — betonen, daB auBer den 
Ladungseinfliissen noch die Dispersitét von richtendem EinfluB auf 
die Elektivitatsvorginge ist. Die Beziehungen zwischen Dispersitit 
und der vitalfarbenden Eigenschaft der Sulfosiuren, sowie der basischen 
Farbstoffen wurden insbesondere durch Héber, Goldmann, Schulemann, 
Kiister, Ruhland, Bethe, Rhode, Méllendorf!) hervorgehoben. Auch die 
Beziehungen zwischen Dispersitat und vitale Aufnahmefihigkeit der 
Sulfosiuren und deren Carbinole méchten wir an dieser Stelle 
in Erwigung bringen, um so mehr, da wir itiber zahlreiche Beob- 
achtungen verfiigen, laut deren angenommen werden darf, dab 
die Oberfliche der Farbstoffmolekiile aus intramolekularen elektro- 
dynamischen Griinden beim Ubergang in die tautomere Carbinolform 
eine VergréBerung, beim umgekehrten Vorgang dagegen eine Ver- 
kleinerung erleidet. Alle diese Teilfragen sollen durch den kiinftigen 
Ausbau der Vitalchemoskopie eingehend beriicksichtigt werden. 

Wir gehen nun kurz auf die Beleuchtung der Vitalchemoskopie 
aus verschiedenen Gesichtspunkten iiber. 

Die methodische Histologie gewann eine neue Methode der elektiven 
Vitalfarbung. Da jedoch die Farbung nicht direkt durch die Aufnahme 


1) Siehe Hober, Die phys. Chemie der Zelle und der Gewebe. Engelmann, 
1922. Méllendorf, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden. Vitale 
Farbungen der Tierzelle, 1921. 
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des Farbstoffs, sondern indirekt durch Regeneration des Farbstoffs 
aus dem farblosen Tautomeren erfolgt, wird diese neue Art der Gewebs- 
darstellung als die Methode der indirekten Vitalfdrbung bezeichnet. 

Die indirekte Vitalfirbung eignet sich nach den vorliegenden Ver- 
suchen insbesondere zum Studium der Bindegewebsbiologie und Patho- 
logie, und es sei nur an die Probleme der amyloiden Entartung des 
Bindegewebes, des entziindlichen Granulationsgewebes der Binde- 
gewebsgeschwiilste erinnert. Die von uns beschriebene Methode dient 
also zum Studium der [nterzellularsubstanz des Bindegewebes, und zwar 
in einem kurzdauernden Versuche, welcher als ,,Halbtagsversuch™ 
bezeichnet wurde. Als solche ist sie von der Goldmannschen Methode, 
welche durch Anwendung von Pyrrholblau zum Studium der zelligen 
Elemente des Bindegewebes beschaffen ist, zu unterscheiden. Es soll 
erwihnt werden, da das Pyrrholblau als ein umlagerungsfihiger 
Farbstoff ebenfalls elektrope Eigenschaften besitzt, wie wir darauf 
bereits im theoretischen Teil hingewiesen haben. 

Die Vornahme eines Halbtagversuchs mit Pyrrholblau fiihrt nicht zum 
Ziel, weil die Substanz, den Feststellungen Goldmanns entsprechend, nur 
sehr schwer aus dem subkutanen Gewebe resorbiert wird. Wir haben an 
einem Kaninchen (2 kg) einen Versuch mit Pyrrholblau 36 Stunden lang 
fortgesetzt und wahrend dieser Zeit 300 ccm der Iproz. Farbstofflésung 
infundiert. Gleichzeitig erhielt das Tier portionsweise 75 cem 5proz. Di- 
hydrophosphat. Die histologische Untersuchung verschiedenster Organe 
ergab, da®B eine elektive histologische Farbung wahrend dieser Zeit nicht 
zustande kam, jedoch konnte festgestellt werden, daB auch dieser Farbstoff 
eine elektrope Umwandlung erlitt und in einem umgelagerten Zustande 
im Blut kreiste, aus dem sich durch Salzséurezusatz unter Griinfairbung 
des vorher farblosen Serums nachweisen lieB. 

Aber nicht nur fiir das Studium des Bindegewebes, sondern auch 
der Niere, sowie der iibrigen durch Carbinol getroffenen Elemente 
scheint die Methode Neues zu bieten. Bei Durchsicht unserer Unter- 
suchungsresultate kénnen wir das differente Verhalten der Carbinole 
und der verschiedenen Abschnitte der Harnkanilchen ohne weiteres 
ersehen. 

Vom Gesichtspunkte der Zellbiologie erméglicht uns die Methode, 
die Bedingungen der Stoffaufnahme und Abgabe der guten und 
schlechten Firbbarkeit des vitalen und avitalen Farbungsvermégens, 
der Histotropie usw. auf Grund eines neuen Prinzips, der Elektropie, 
za erforschen. 

SchlieBlich bringt uns die Vitalchemoskopie der Elektrohistologie 
niher, die insbesondere durch R. Keller!) methodisch ausgebaut wird. 


1) R. Keller, Die Elektrizitat der Zelle. Wien, Braumiiller, 1918. Neue 
Versuche iiber mikroskopischen Elektrizitaétsnachweis. Braumiiller, 1919. 
Elektrohistologische Untersuchungen an Pflanzen und Tieren. Prag 1920. 
Elektromikroskopie, Naturw. Wochenschr., Neue Folge XX, 47. 
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Es gebiihrt das Verdienst diesem Forscher, auf Grund von Experi. 
menten und Deduktionen auf die Wichtigkeit der elektrostatisc)ey 
Zelladungen im Geschehen der Zellen und Organismen hingewiesen 
zu haben, und die histologischen Farbungen mit den elektrostatischen 
Zellpotentialen in Zusammenhang zu bringen. Die Chemoskope sind 
als elektrope Substanzen par excellence zum Studium der elektro. 
statischen Zelladungen bestimmt und eignen sich infolgedessen zum 
Studium der elektrostatischen Biologie der Zelle, sowie der tinktoriellen 
Elektrohistologie. 

Zum SchluB méchten wir die prinzipiellen Ergebnisse vorliegender 
Mitteilung in bezug auf die Elektropie zusammenfassen. Vorerst soll 
hervorgehoben werden, da sich die in vitro gewonnenen Erkenntnisse 
und Folgerungen iiber die Elektropie prinzipiell auch in Tierversuchen 
nachweisen lieBen. Es konnte festgestellt werden, daB die Farbstoff- 
molekiile innerhalb des Tierkérpers eine Umwandlung erfahren, wobei 
es jedoch belanglos ist, ob die elektrostatischen Ladungen von den 
Ionen oder von den Kolloiden herriithren und in welchem Verhiltnis 
sie sich an den elektropen Prozessen betitigen. Wichtig ist der Nachweis 
des Umstandes, daB laut Prinzip der elektrostatischen Ladungsdominanz 
auch innerhalb des Tierkérpers ein primirer Ausgleich der elektro- 
statischen Ladungsprozesse stattfindet und die Substanz erst dann 
ihrem weiteren Schicksal zum Opfer fallt. 

Wir sahen ferner, daB die Farbstoffe durch die tautomere Um- 
lagerung neue Eigenschaften erlangten, welche sie vorher nicht besaBen, 
und aus einem unwirksamen Zustande in einen wirksamen umgewandelt 
werden konnten. Indem wir die primiire Umlagering der Farbstoff- 
molekiile fiir die Stoffaufnahme als eine ,,conditio sine qua non‘, wo- 
durch sie zu einer auswaihlenden Aufnahme durch Zellen befibigt 
werden, erkannten, fanden wir experimentelle Anhaltspunkte fiir das 
Obwalten der auch in vitro wirkenden Prinzipien der praikurierenden 
und pridisponierenden Elektropie. 

Die methodische Anwendung der Reagenzglaschemoskopie auf 
vitale Verhaltnisse fiihrte uns zur Auffindung der Vitalchemoskopiec, 
welche zugleich die Bedeutung einer neuen, indirekten Vitalfarbungs- 
methode besitzt. 
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Uber Elektropie. VI. 


Von 
L. Karezag. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. Pézmany Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


Zusammenfassung und kurzer Ausblick. 
Wir méchten die Resultate unserer Mitteilungen I bis V aus 
mehreren Gesichtspunkten zusammenfassen, die uns gleichzeitig als 
Richtschnur fiir weitere Forschungen dienen. 


Uber Tautomerie und Biologie. 

Wir kennen eine Anzahl von Substanzen groBer biologischer 
Wichtigkeit, welche die Eigenschaft besitzen, aus einem aktiven Zu- 
stande in einen inaktiven iiberzugehen, aus dem sie unter Umstinden 
zuriickgebildet werden kénnen. Als solche Substanzen diirften die 
Komplemente, Toxine sowie die Inkretstoffe und Nutramine ge- 
nannt werden. Es wurde von Funk und anderen Vitaminforschern, 
so auch von Abderhalden auf die Méglichkeit hingewiesen, daB der 
Ubergang der wirksamen Substanzen in unwirksame mit der Um- 
lagerung der Molekiile zusammenhiingen diirfte, und daB somit die 
intramolekularen tautomeren Umwandlungen im Zellhaushalte eine 
wichtige Rolle spielen. Es fehlte jedoch jeder direkte Nachweis der 
tautomeren. Umwandlungen im Tierorganismus, sowie der Nachweis, 
daB die tierische Zelle befaihigt ist, zwischen beiden tautomeren Formen 
wie etwa zwischen den optisch aktiven Verbindungen eine Auswahl 
zu treffen. 

Dieser Nachweis gliickte uns in vorliegenden Versuchen, welche 
mit den umlagerungsfihigen Gliedern der Triphenylmethanfarbstoffe 
ausgefihrt wurden. Die intramolekulare Umlagerung dieser Sub- 
stanzen ist in vitro leicht nachweisbar, sie erfolgt z. B. auf Zusatz von 
Natronlauge, unter dessen EinfluB sich die Farbstofflésungen ent- 
firben und in die farblose tautomere Carbinolform iibergehen. Ihre 
Regeneration bzw. Riickverwandlung in die farbige Form erfolgt auf 
Zusatz von Sauren. 
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Es gelang uns zunichst, mit Vdndorfy in vitro-Versuchen nach- 
zuweisen, daB Kérperfliissigkeiten, wie das Blutserum, Liquor cere- 
brospinalis usw., die intramolekularen Umlagerungen ebenfalls bewirk«n, 
sodann gliickte uns mit Paunz der Nachweis, daB bei subkutaner 
Einverleibung der Farbstoffe, wie Fuchsin 8, Wasserblau, Lichtgriin, 
die Umlagerung in die farblose Carbinolform ebenfalls zustande kommt, 
daB das Carbinol als solches im Blute zirkuliert und aus diesem in vitro 
durch Saure zuriickgebildet werden kann. Auch haben wir sodann in aus- 
gedehnten Versuchen mit Pawnz nachweisen kénnen, dab die Carbinole 
im Tierorganismus zuriickgehalten werden, wogegen die Farbstoff- 
molekiile zur Ausscheidung gelangen, ohne durch die Zelle aufgenommen 
zu werden. Sogar haben wir in histologischen Schnitten durch unsere 
Regenerationsmethode zeigen kénnen, daB die Carbinole in die Original- 
form kiinstlich zuriickverwandelt werden kénnen, und daB die Aufnahme 
der tautomeren Carbinole elektiv vor sich geht. Es konnte somit be- 
wiesen werden, daB durch intramolekulare Umlagerung eine indifferente 


- Verbindung innerhalb des Organismus in eine aktive umgewandelt werden 


kann, welche sodann analog zu gewissen Giften, Toxinen, Hormonen usw. 
bestimmte histologische Elemente elektiv zu treffen imstande sind. 


Die elektrostatische Energie und das Prinzip der elektrostatischen Ladungs- 
dominanz. 

Die groBe Rolle der elektrostatischen Energie in der Biologie 
wurde im allgemeinen von berufenen Autoren, wie J. Loeb sowie 
Hamburger von seither betont, und insbesondere beschiaftigte sich 
R. Keller mit den Problemen und der Bedeutung der elektrostatischen 
Zellkrafte fiir die Biologie und Pathologie. Trotz der anregenden 
Deduktionen und Versuche insbesondere auf histologischem Gebiete 
fehlten bisher Reagenzglasversuche, in denen ein systematisches Studium 
iiber den EinfluB der elektrostatischen Ladungen auf chemische und 
physikochemische Prozesse méglich gewesen wire, und auch fehlte 
der Nachweis, daB die in vitro gewonnenen Resultate auf Tierversuche 
iibertragbar sind. Vorliegende Experimentalarbeit hatte also einen 
doppelten Zweck: erstens sollte die Ausfiihrbarkeit der Reagenzglas- 
versuche, welche das Studium der elektrostatischen Ladungswirkung 
auf chemische Substrate in sinnfalliger Weise ermdéglichen, festgelegt 
werden, und zweitens sollte die Ubertragbarkeit derselben auf Tier- 
versuche bewiesen werden. Wir konnten in ausgedehnten Versuchen 
iiber die prinzipielle Lésung dieser Bestrebungen bereits berichten 
und sind in bezug auf die elektrostatische Energie zur Erkenntnis 
des Prinzips der elektrostatischen Ladungsdominanz gelangt. 

Dieses Prinzip besagt folgendes: In einem jeden System, wo 
elektrostatisch geladene Kérper miteinander in Berithrung kommen 
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bzw. in Reaktion treten, gleichen sich in erster Linie die elektrostatischen 
Ladungen aus, und erst nachher folgt das Einsetzen der weiteren 
chemischen und biologischen Vorginge. Das Schicksal der sekundir 
sich einstellenden Reaktionen hingt in hohem Mae von dem Ladungs- 
zustande (Ladungssinn, Ladungsstirke) der beteiligten Komponenten, 
in dem sie sich im Moment ihres Zusammentreffens befanden, ab, 
und somit auch von der Reihenfolge, in der sie miteinander in Beriihrung 
kommen. Diese Regel, welche auf kolloidchemischem Gebiete von 
Bredig und Billiter aufgefunden wurde, konnte von Karczag fir bio- 
logische Prozesse im allgemeinen als giiltig ausgesprochen werden. 

Die elektrostatische Energie iibt einen dominierenden EinfluB 
auf physikalisch-chemische, chemische und biologische Reaktionen 
bzw. Prozesse aus. Die elektrostatische Energie ist ein starkerer Faktor 
als die chemische Affinitit, welch letztere von der elektrostatischen 
Ladung beeinfluBt und gerichtet werden kann. 

Zu diesen Erkenntnissen sind wir auf Grund von zahlreichen 
Beobachtungen und Versuchen gelangt, welche spiter besprochen 
werden sollten. An dieser Stelle soll nur die Wichtigkeit der elektro- 
statischen Ladung bei biologischen Prozessen hervorgehoben werden. 

Die elektrostatische Ladung stellt, wie dies durch Keller betont 
wird, ebenso eine physikalische Konstante eines Kérpers dar wie eine 
andere physikalische oder chemische Konstante. Diese elektrostatische 
Konstante kommt unter allen Umstianden zum Vorschein, einerlei, 
ob das System, in dem der Ladungsstoff vorhanden ist, ein chemisches, 
physikalisch-chemisches oder biologisches ist. Die elektrostatische 
Ladung, welche bei einem jeden Korper eine konstante und spezifische 
GréBe besitzt, bestimmt somit sein Verhalten bei chemischen, physi- 
kalisch-chemischen und biologischen Prozessen. Unsere Versuche 
ergaben diesbeziiglich einen Zusammenhang zwischen der Voltaschen 
Spannungsreihe der Metalle und ihrer Umlagerungsfahigkeit gegen 
Farbstoffe, wie auch zwischen Oxidatorfahigkeit der Metallionen. 

Nicht nur Ionen, sondern ein jeder Kérper besitzt eine fiir ihn 
charakteristische elektrostatische Ladung, und es ist somit einerlei, 
ob die Substanz ein Elektrolyt, ob ein Anelektrolyt, ob Kristalloid, ob 
Kolloid, ob wasserléslich oder wasserunléslich ist. Fiir das Schicksal 
eines Prozesses ist, wie wir bereits hervorgehoben haben, nur der 
Ladungszustand, das ist der Ladungssinn und die Ladungsgréfe, von 
entscheidendem EinfluB. Diesbeziiglich haben unsere Untersuchungen 
den prinzipiell wichtigen Nachweis erbracht, da®B sich die Gesetze der 
Kontaktpotentiale auch auf die Beriihrung kolloidaler Kérper beziehen. 
Gleichsinnig (negativ) geladene Kolloide verhalten sich bei ihrer Be- 
rihrung so, daB sich das schwacher eo e gegen das stirker negative 
positiv aufladt. 
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Der Ladungszustand der elektrostatisch geladenen K6rper ist 
somit von dem Ladungszustande der im selben System anwesenden 
anderen elektrisch geladenen Korper abhingig und kann im Falle der 
gleichsinnigen Ladung nach dem Gesetz der Kontaktelektrisierung 
in dem Mafe modifiziert werden, da sich ein negativ geladener Kérper 
als ein positiv geladener auffiihrt bzw. die Eigenschaften eines positiy 
geladenen Kérpers erlangt. 

Wir unterscheiden demnach eine absolute elektrostatische Ladung, 
welche uns das Ladungsvorzeichen und die Ladungsstiirke bzw. die alge- 
braische Summe aller Ladungen angibt, und die elektrostatische Polari- 
sation, welche uns die Ladung des betreffenden Stoffes in Gegenwart 
anderer elektrostatisch geladener Kérper bzw. deren elektrostatischen 
Felder angibt. Wire das absolute Vorzeichen der Ladung der aus- 
schlieBliche Faktor, welcher das elektrostatische Verhalten der ge- 
ladenen K6rper bestimmt, so wiirde bei Anwesenheit von zwei 
gleichsinnig geladenen Kérpern’ eine AbstoBung stattfinden. Solche 
Falle diirften bei Naturprozessen vor sich gehen, wo die geladenen 
K6rper unendlich klein sind. Solche Fille bilden demnach diejenige 
Gruppe von Naturerscheinungen, bei denen die Gesetze der elektro- 
statischen Anziehung und AbstoBung nach dem Coulombschen Gesetze 
maBgebend sind. 

In raumlich ausgedehnten Systemen treten aber Polarisations- 
erscheinungen auf, welche eine Amziehung zwischen gleichsinnig ge- 
ladenen K6rpern erméglichen, und zwar aus dem Grunde, weil das elektro- 
statische Feld des stirker geladenen Kérpers in dem schwacher und 
gleichsinnig geladenen Polarisation hervorruft. Wir nennen diejenigen 
Systeme, bei denen der Ablauf der elektrostatischen Prozesse nach dem 
Coulombschen Gesetze an polarisierten Kérpern stattfindet und in denen 
somit die Anziehung gleichsinnig geladener Kérper méglich ist zur Unter- 
scheidung (und nicht als Gegensatz) von Systemen, bei denen Polari- 
sationserscheinungen nicht zustande kommen, polarisierte Systeme. 

Polarisierte Systeme kommen jedoch nur dort zustande, wo dic 
Kérper eine dielektrische Polarisierbarkeit besitzen. Dort, wo diese 
Moéglichkeit nicht vorhanden ist, wo die elektrostatisch geladenen 
K6rper, wie z. B. Metalle oder Metallionen, als Leiter aufzufassen sind, 
welche somit keine Dielektrizitatskonstanten besitzen, kénnen sich 
jedoch auch Verhiltnisse einstellen, bei denen sich die elektrostatische 
Anziehung zwischen gleichsinnig geladenen Kérpern ebenso wie in polari- 
sierten Systemen einstellt. Solche Zustiinde treten in Fallen auf, wo 
die Metalle oder Metallionen miteinander in Kontakt gelangen, auf 
welche sodann die Prinzipien der Voltaschen Kontaktelektrisierung 
maBgebend sind. Wir nennen solche Systeme, in denen die dielektrische 
Polarisierbarkeit der elektrostatisch geladenen Kérper nicht vorhanden 
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ist, wo jedoch infolge Kontakt der gleichsinnig geladenen, aber mit 
verschiedenen Potentialen behafteten Kérpern eine Anziehung zu- 
stande kommt, Voltasche Systeme. 

Wir konnten vorderhand nicht entscheiden, ob die von uns be- 
schriebenen Phainomene in polarisierten Systemen, auf welche die 
Coehnsche Regel giiltig ist, oder in den Voltaschen Systemen, auf 
welche die Voltaschen Kontaktgesetze maBgebend sind, ablaufen. Dies 
war auch nicht der Zweck vorliegender Untersuchungen. Es ergab sich 
aber aus den experimentellen Erfahrungen, daB im groBen und ganzen 
eine groBe Analogie zwischen den von uns beobachteten Adsorptions- 
erscheinungen usw. mit Systemen, auf welche die Prinzipien der Kontakt- 
ladungen mafgebend sind, besteht, und haben aus Einheitlichkeits- 
griinden unsere Anschauungen auf die Voltaschen Systeme bezogen. 

Das Studium der polarisierten und der Voltaschen Systeme ist 
fiir die Biologie insbesondere deshalb von hohem Interesse, weil sich 
eine Substanz nur in diesen Systemen entgegengesetzt wie vorhin auf- 
fiihren, neue Eigenschaften, welche sie vorhin nicht besaB, erlangen 
kann, und auf diese Art aus einem unwirksamen Zustande in einen 
wirksamen umgewandelt wird und umgekehrt. Zahlreiche Vorginge 
der Stoffaufnahme und Stoffabgabe der Bindung der Loslésung von 
Toxinen, Giften usw. kénnten durch die Potentialinderung der Kom- 
ponenten erklart werden, und auch zahlreiche pathologische Vorginge 
sowie therapeutische Einfliisse diirften auf solche Grundgesetze zuriick- 
zufiihren sein. 

Es ist somit von hervorragender Wichtigkeit, die elektrostatischen 
Kigenschaften der Zellen, der Zellprodukte, sowie der natiirlich vor- 
kommenden und kiinstlich hergestellten Substanzen kennenzulernen. 
Wir haben in der Chemoskopie einen gangbaren Weg angegeben, der 
uns die Bestimmung der elektrostatischen Eigenschaften der ver- 
schiedensten, mit elektrischer Ladung behafteten Korper erlaubt. 


Die Elektropie. 

Wir erkannten in der Elektropie einen neuen Naturvorgang, welcher 
an gewissen konstitutionell veranderlichen Verbindungen in Gegenwart 
von elektrischen Kraftfeldern ablauft. 

Wir nannten diejenigen Substanzen, an denen die Erscheinung 
der elektrischen Kraftfeldwirkung nachweisbar ist, elektrope Sub- 
stanzen. Jede Substanz, welche eine elektrostatische Ladung besitzt, 
ist zur Auslésung oder Unterhaltung eines elektropen Vorgangs be- 
fahigt, und wir nannten daher die ladungstragenden Korper, welche 
die elektropen Wirkungen entfalten, Ladungsstoffe. 

Die Elektropie beruht auf eine Teileigenschaft von Substanzen, 
welche durch die verschiedensten Energiearten in ihrem chemischen 











434 L. Karezag: 


Bau und physikalischen Eigenschaften eine Verianderung erleiden, 
und welche wir als dystrope Substanzen bezeichneten. Die Elektropic 
bedeutet die Umwandlung der dystropen Substanzen in Gegenwart 
des elektrostatischen Feldes, ebenso wie Phototropie die Umwandlung 
durch Licht, die Taermotropie durch Warme, die Radiotropie durch 
radioaktive Strahlung bedeutet. Diejenigen Substanzen, an denen 
die Erscheinungen der Elektropie nachweisbar sind, gehéren teilweise 
zu den intramolekular verinderlichen tautomerisationsfihigen Ver- 
bindungen, als deren Reprasentanten eine groBe Zahl der Tripheny|- 
methanfarbstoffe erkannt wurde. Die elektrope Umlagerung dieser 
Farbstoffe fiihrt entweder zu tautomeren Verbindungen, aus denen 
die Ursubstanzen zuriickgebildet werden kénnen, oder sie verlaufen 
irreversibel, ohne jedoch zu zerfallen. Wir erkannten ferner in dem 
Zerfall des Wasserstoffsuperoxyds ebenfalls einen elektropen Vorgang, 
welcher von einem Zerfall des Molekiils begleitet ist. 

In Gegenwart des elektrostatischen Feldes gehen im Innern der 
Molekiile dynamische Vorginge vor, welche mit Riicksicht darauf, 
daB sie in dem eigenen elektrischen Felde des Molekiils ablaufen, als 
elektrodynamische aufgefaBt wurden. 

Bei der intramolekularen Umlagerung der Triphenylmethan. 
farbstoffe bewegt sich die OH-Gruppe im eigenen elektrischen Felde, 
indem sie vom N-Atom zum C-Atom bzw. in umgekehrter Richtung 
wandert. Die negative elektrostatische Ladung bewirkt die Umlagerung 
des Farbstoffmolekiils in Richtung des Carbinols, die positive dagegen 
in umgekehrter Richtung und verwandelt das Carbinol zum Farbstoff. 
Die elektrope Wirkung der negativen elektrostatischen Ladung mani- 
festiert sich also in gleicher Richtung wie diejenige der anderen Energic- 
arten, der Wirme, des Lichtes und der radioaktiven Strahlung, welche 
mit der negativen elektrostatischen Ladung eine adiquate Wirkung 
besitzen, indem sie ebenfalls die Entfarbung der Farbstoffe bewirken. 

Die genannten Energiearten iiberfiihren also die labile tautomere 
Modifikation (Farbstoff) in die stabile (Carbinol) und fungieren somit 
als stabilisierende Energiearten. Eine ganz gegensitzliche Wirkung 
besitzt die positive elektrostatische Ladung, welche die stabile Modi- 
fikation in die labile umwandelt und somit als labilisierende Energieart 
fungiert. 


Das Prinzip der prékurierenden Elektropie. 

Uberall, wo elektrope Substanzen mit Ladungsstoffen zusammen- 
treffen, verlauft der elektrope Vorgang zu allererst, und nur dann folgt 
das Einsetzen der anderen chemischen, physikalisch-chemischen und 
biologischen Reaktionen. Wir erkannten dieses Prinzip in den Er- 
scheinungen der von uns studierten oxydationskatalytischen Systeme, 
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an denen wir nachweisen konnten, daB sich die katalytische Oxydation 
der umlagerungsfaihigen Farbstoffe zusammensetzt: 

a) aus der elektropen Tautomerisation des Farbstoffmolekiils, 
welche primar abliuft und dadurch erkenntlich ist, daB die 
Originalfarbe der Verbindung durch Salzsaure 2u regenerieren ist, 

b) aus dem chemischen OxydationsprozeB, welcher sekundir ein- 
setzt und zu einer unregenerierbaren Zerstérung des Farbstoff- 
molekiils fihrt. 

Auch erkannten wir, daB das Wasserstoffsuperoxyd vermége seiner 
stark negativen Ladung in erster Linie einen primar einsetzenden elektro- 
physikalischen Vorgang auslést und bei Anwesenheit eines Oxydators erst 
sekundér seinen chemischen EinfluB als Oxydationsmittel entfaltet. 

Es ist somit von hervorragender Wichtigkeit fiir das Schicksal eines 
Systems, ob das Substrat, welches in dem System vorhanden ist, eine 
elektrope Eigenschaft besitzt oder nicht. Es dirfte anzunehmen sein, 
daB biologisch wichtige Substanzen, wie Komplemente, Toxine, Hor- 
mone, Inkretstoffe, Nutramine usw., bevor sie chemisch umgewandelt 
oder verbrannt werden, ebenso wie die Farbstoffe elektrope Umlage- 
rungen erleiden. i 

Wir erkannten das Obwalten des Prinzips der prakurierenden 
Elektropie auch an anderen Beispielen, bei.denen die elektrope Um- 
lagerung des Substrats unter dem EinfluB eines elektrisch geladenen 


Kérpers ebenso wie bei den katalytischen Systemen primar zustande 
kommt und erst dann sekundir der eigentliche Vorgang seinen Anfang 
nimmt. Besonders interessant lieBen sich diese Erscheinungen an den 


elektropen Adsorptionen 

studieren. Es begegneten uns zwei Hauptarten von Adsorptions- 
prozessen: 1. die elektrope Adsorption, welche aus der elektropen Um- 
lagerung des Farbstoffs als erste Phase und aus der Adsorption des 
Carbinols als zweite Phase besteht, 2. die elektrope Regenerations- 
adsorption, welche aus der elektropen Umlagerung des Carbinols als 
erste Phase und aus der elektrostatischen Adsorption des zuriick- 
gebildeten Farbstoffs als zweite Phase besteht. Die elektrope Regene- 
rationsadsorption laBt zwei Typen erkennen: 1. die aktive elektrope 
Regenerationsadsorption, bei der die Umlagerung des Carbinols und 
die elektrostatische Adsorption des Farbstoffs durch Anziehung zu- 
stande kommt, 2. die passive elektrope Regenerationsadsorption, bei 
der die Umlagerung der Carbinole und die Adsorption des zuriick- 
gebildeten Farbstoffs durch Ladungsdruck der umgebenden Ionen- 
schicht zustande kommt. 

Der Umstand, da®B diese Adsorptionsprozesse ebenso wie die 
elektrope Entfarbung oder Regeneration der Farbstoffe von den Kon- 
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taktpotentialen, welche zwischen Farbstoffen und Adsorbentien aut- 
treten, abhingig sind, bewies das innere Verhaltnis zwischen den ele. 
tropen Entfairbungs- bzw. Regenerationsprozessen und den elektrope: 
Adsorptionen. Auf Grund des prinzipiellen Zusammenhanges konntei 
analoge Entfarbungs- und Adsorptionsprozesse in Versuchen beobacht«t 
werden, bei denen Bakterien und Blutzellen mit den Farbstoffen bzw. 
Carbinolen in Beriihrung gebracht wurden. 


Prinzip der pradisponierenden Elektropie. 

Es konnten in einer groBen Anzahl auf verschiedensten Gebieten 
gemachten Beobachtungen konsequent auftretende Prozesse erkannt 
werden, welche darauf hinwiesen, daB die elektropen Substanzen durch 
den primar ablaufenden elektropen Umlagerungsvorgang eine Empfind- 
lichkeit gegeniiber sekundir einsetzenden Vorgingen erlangten, weshal! 
sie in diesem Zustande bei den sekundiar ablaufenden Prozessen sogar 
elektiv bevorzugt werden kénnen. Das Prinzip der prikurierenden 
Elektropie wurde somit zu einem Prinzip der pridisponierenden Elek- 
tropie, welches somit besagt, daB elektrostatische Ladungen als das 
Molekiilgefiige labilisierender Faktoren imstande sind, die Molekiile 
der elektropen Substanzen durch Umlagerung zu gewissen Prozessen 
vorzubereiten bzw. empfindlicher zu machen, wodurch sie zu weiteren 
Umwandlungen bzw. Beteiligungen an dem Reaktionsablauf pri- 
disponiert und unter Umstiinden auswahlend bevorzugt werden. 

Auf Grund dieses Prinzips werden elektrope Farbstoffe in oxyda- 
tionskatalytischen Systemen leichter zerstért als die anelektropen 
Farbstoffe, und somit hingt die elektive Oxydation mit der Umlagerungs- 
fahigkeit der Farbstoffe zusammen. Auf Grund dieses Prinzips kann 
ein Katalysator (z. B. Nickel) bei gleichzeitiger Anwesenheit eines 
elektropen und anelektropen Substrats eine Auswahl zwischen beiden 
treffen, indem er das elektrope bevorzugt. 

Das Prinzip der pridisponierenden Elektropie machte sich auch 
in den Tierversuchen geltend, indem nachgewiesen werden konnte, 
da8 Farbstoffe wie Fuchsin 8 und Lichtgriin als solche durch keine einzige 
Zelle oder Zellbestandteil aufgenommen werden, daf sie aber innerhalb 
des tierischen Kérpers eine Umlagerung erleiden und nun als die 
tautomeren Carbinole zur elektiven Aufnahme durch bestimmte 
histologische Elemente befaihigt werden. 

Durch den elektropen Vorgang wird also ein unwirksamer Stoff 
zu einem wirksamen und erlangt neue Eigenschaften, welche er vorhin 
nicht besaB. Es ist denkbar, daB elektrope Umlagerungsprozesse auch 
bei Vorbereitungsprozessen, Aktivierungsprozessen und Elektivitits- 
prozessen anderer Art, so bei Infektions- und Immunititsvorgingen, 
eine wichtige Rolle spielen. 
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Die Chemoskopie. 

Wir haben experimentell festgestellt, daB die intramolekulare 
Umlagerung der Triphenylmethanfarbstoffe unter Einwirkung elektro- 
statischer Ladungen in zweifacher Richtung erfolgen kann: 

1. In Richtung des Carbinols, wobei die Entfirbung der Farb- 
stoffe stattfindet. 

2. In Richtung des Farbstoffs, wobei die farblosen Carbinole in 
farbige Verbindungen umgelagert werden. 

Die elektrope Tautomerisation der Farbstoffe in Richtung des 
Carbinols erfolgt unter dem EinfluB von negativ elektrischen Kraft- 
feldern, diejenige der Carbinole in Richtung des Farbstoffs dagegen 
unter dem Einflu8 positiv elektrischer Kraftfelder, welche von den 
Ladungsstoffen im Wasser, bei Gegenwart der Farbstoffe, nach den 
Prinzipien der Kontaktelektrisierung erzeugt werden. 

Da somit Farbstoffe und Carbinole ebenso wie Elektroskope 
elektrostatische Ladungen anzeigen, wobei sich die Wirkung der elektro- 
statischen Ladung in einer sichtbaren chemischen Verinderung der 
Farbstoff- bzw. Carbinolmolekiille kundgibt, haben wir sie Chemoskope 
genannt. Die Chemoskope sind also speziell konstituierte chemische 
Verbindungen, welche sowohl das Vorzeichen als auch die Ladungs- 
stirke anderer elektrostatisch geladener Kérper anzeigen, da sie selbst 
ein bestimmtes elektrisches Potential besitzen, dessen Veranderung 
durch das Potential der Ladungskérper zu einer intramolekularen 
Wanderung gewisser Atome bzw. Atomgruppen fiihrt. 

Die Methode, welche sich mit der Ladungsqualimetrie und Ladungs- 
quantimetrie durch Chemoskope beschiftigt, haben wir Chemoskopie 
genannt. Die Chemoskopie ist also weiter nichts als die Anwendung 
der elektropen Umwandlung tautomerisationsfihiger Verbindungen zu 
Messungszwecken elektrischer Ladungen, wobei die Verinderungen der 
elektropen Substanzen sichtbar verfolgt werden kénnen. 

Es gelang uns, die Ladungsreihenfolge der Farbstoffe, der Kolloide, 
der Metalle und Metalloide, der Kérperfliissigkeiten (mit Vdndorffy), 
der Blutzellen und Froschorgane (mit Sternberg), der Bakterien (mit 
Hajés), und der verschiedenen histologischen Elemente des Tierkérpers 
(mit Pawnz) festzustellen. Wir haben iiber die Elektropie in vitro 
gewonnenen Erkenntnisse und Folgerungen auch in Tierversuchen 
nachweisen und somit Resultate der Reagenzglasversuche auch auf den 
tierischen Organismus tibertragen kénnen. 


Die Vitalchemoskopie. 
Es konnte festgestellt werden, da Farbstoffe (Fuchsin 8, Wasser- 
blau, Lichtgriin) im allgemeinen durch keine lebende Zelle aufgenommen 
und daB die umlagerten Carbinole von gewissen histologischen Elementen 
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durch Adsorption abgefangen wurden. Die Farbstoffe als indifferente 
Verbindungen erlangten also durch die tautomere Umlagerung aktive 
Kigenschaften, wodurch sie zu einer auswihlenden Aufnahme durch 
gewisse Zellgruppen befahigt wurden. Auf Grund der beobachteten 
Adsorptionen der Carbinole, welche sowohl makroskopisch wie mikro- 
skopisch durch Regeneration der Farbstoffe mit Salzsiiure oder Formalin- 
essigsiure sichtbar gemacht wurden, wurden wir in die Lage gesetzt, 
die negative Ladungsstirke der Zellen bzw. Zellkolloide des tierischen 
Organismus abzuschatzen. Da die Reagenzglaschemoskopie methodisch 
auf vitale Verhiltnisse angewendet werden konnte und somit die 
Methode der Vitalchemoskopie, welche zugleich die Bedeutung einer 
neuen indirekten Vitalfarbungsmethode besitzt, ausgearbeitet werden 
konnte, sind wir zur Annahme berechtigt, daB die Gesetze der Kontakt- 
potentiale das Leben der Zelle eher richtend beeinflussen als die che- 
mischen Gesetze. Wir méchten in nachster Zusammenstellung die 
Resultate der Reagenzglaschemoskopie und Vitalchemoskopie an 
Tieren bzw. die Ladungsreihenfolge der Farbstoffe, der Kolloide, 
sowie der K6rperfliissigkeiten der zelligen Elemente des Blutes der 
Froschorgane und der Zellen des tierischen Kérpers angeben. 

Wenn wir die Daten unserer Tabelle tiberblicken, so erhalten wir 
interessante Aufschliisse tiber das 


Vital- und Avitalpotential der Zelle. 

Es laBt sich feststellen, daB so schwache negative Potentiale, 
welche in unseren in-vitro-Versuchen durch Casein, Nuclein, Euglo- 
bulin, Pepsin, Tuberkelbazillen, Anthrax usw. erzeugt werden, in der 
lebenden Zelle gar nicht vorhanden sind. Das Vitalpotential der 
schwichst negativ geladenen Elemente des Tierorganismus, wie Binde- 
gewebe, Nierentubuli, Ovarienfollikeln usw. ist ein viel gréBeres als 
dasjenige der vorerwihnten Kérper. Diese schwichst geladenen Ele- 
mente des Tierorganismus besitzen ein negatives Potential, welches 
etwa demjenigen der Gelatine in Wasser entspricht. Das negative 
Potential der lebenden Zellen sowie deren Produkte ist stets ein gréBeres 
als dasjenige der Sulfosiurefarbstoffe. Beim Tode der Zelle findet 
ein Potentialsturz statt, und die negative elektrische Ladung der starkst 
negativ geladenen Zellen fallt hiernach unterhalb der Ladungs- 
stiirke der Sulfosiiuren. Wir konnten hierfiir in unseren Versuchen 
iiber die Vitalchemoskopie mehrere Beispiele liefern, welche wir an 
dieser Stelle nicht einzeln anfiithren méchten. 


Isostatische Kérper. 

Einerseits die Gesetze der Kontaktpotentiale, andererseits die 
Moglichkeit, sie zu messen, brachte uns der Kenntnis der isostatischen 
Ladungskérper niher. Es mu® aus elektrostatischen Gesichtspunkten 
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Elektropie. VI. 





Gruppe I Gruppe II Gruppe III 


a “ape Ubergangsgruppe — 
sebr stark | stark ziemlich stark mittelstark 


negativ negativ negativ 


schwach sehr schwach 


H,O, —OH Sulfosaure- 
farbstoffe 
Kohlestab Schwefel, Blutalbumin) Cellulose Euglobulin 
Kaolin Eieralbumin! Gelatine Natr. nuck Nuclein 
Blutalbu- (feucht) Serum- Casein 
mose globulin Pepsin 
Deutero- Pepton 
albumose 
Trypsin 


Froschhaut die meisten anorga- 
Frosch- nischen und orga- 
ovarien nischen Verbindungen 


Blutserum Erythro- Plasma der Kerne der 
Liquor zyten isol, weiBen isolierten 
Pleura- (isoliert) Blutzellen weiBen 

exsudat Blutzellen 


Paratyph. B Paratyphus Dysenterie J, Diphther. (?) Anthrax | Tuberkel- 
Typhus Flexner Subtilis (?) bazillen 
Coli Shiga 2 u. 3 
Shiga 1 Pneumon. 
Proteus __ Friedlander 
Staphylo- 
coccus 


Gehirn Erythro- GlatteMusk.  Binde- 
Riickenm. zyten Quergestr. gewebe Organe u. Gewebe 
Knochen- | Neben- Muskulatur Follikel der 

mark nierenrinde Leber Ovarien | 
Milzpulpa Nierentubuli 

Lunge 





vital postmortal 


belanglos sein, ob die elektrostatische Ladung an Kristalloide oder 
Kolloide, Elektrolyte oder Anelektrolyte, an Zellen bzw. Zell- 
produkte tierischer oder pflanzlicher Herkunft gebunden ist, mab- 
gebend ist immer der Sinn und die Gréfe der elektrischen Ladung. 
Es bestehen somit zwischen den Ladungsstoffen aus elektrostatischen 
Griinden keine absolute qualitative Differenzen, sondern nur quanti- 
tative, welche nicht von der chemischen und physikalischen Beschaffen- 
heit der Ladungskérper, sondern ausschlieBlich von dem Sinn und der 
GréBe der anwesenden elektrostatischen Ladung abhiingen. Sind die 
Ladungen der verschiedensten Stoffe gleich groB, so besitzen sie quali- 
tativ die gleichen Wirkungen, sie sind somit Ladungsdquivalente, und 
sie miissen daher in ein bestimmtes System durcheinander substi- 
tuierbar sein. 
Biochemische Zeitschrift Band 138. 
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Wir kénnen uns auf Grund dieses Zusammenhanges die Vor. 
stellung machen, daB die elektrope Umwandlung der dystropen Sub. 
stanzen innerhalb des tierischen Organismus unter Umstianden durch 
einen isostatischen K6rper ersetzt werden kann, falls die elektrope 
Wirkung der Zelle (bzw. Zellkolloide) durch eine Potentialanderung 
unwirksam geworden ist. Ebenso diirften isostatische bzw. isoelektrope 
K6érper beziiglich therapeutischer Wirksamkeit fiireinander eintreten, 
sowie auch gleiche biologische Wirkungen entfalten. 


Die Histotropie. 

Die Histotropie ist eine Erscheinung der elektrostatischen Elek- 
tivitit. Es konnte gezeigt werden, daB durch die lebende Zelle zwischen 
zwei tautomeren Formen, wie Farbstoff und Carbinol, eine Auswahl 
getroffen werden kann. Die eine Form wird nicht adsorbiert, die andere 
dagegen stark und elektiv. Die Farbstoffe (Fuchsin 8, Lichtgriin) 
werden durch keine einzige Zelle oder Gewebe aufgenommen, wogegen 
die Aufnahme der Carbinole nach erfolgter Umlagerung der Farbstoffe 
innerhalb des Tierkérpers elektiv vor sich geht. Dasselbe Verhalten 
konnte auch gegen Wasserblau festgestellt werden, obwohl bei diesem 
Farbstoff auch die Dispersitit eine Rolle spielt, welche unter Um- 
stiinden die vitale Aufnahme des zirkulierenden Farbstoffes durch die 
Nierenepithelien und kollagenen Bindegewebe bewirken kann. Wir 
fiihrten die Ursache der elektiven Adsorption der Carbinole auf 
elektrostatische Momente zuriick, bei denen die negative Ladung der 
Zellen und der Carbinole aufeinander eingestellt sind. Die Histotropie 
besitzt also zwei Hauptbedingungen. Erstens die Umwandlung aus 
dem Farbstoffzustande in die Carbinolform durch einen Faktor, welcher 
somit als Konditionalfaktor wirkt. Zweitens die elektrostatische Ad- 
sorption der Carbinole durch die schwiichst negativ geladenen Binde- 
gewebszellen usw., durch welche sie festgehalten werden, wodurch ihre 
Elektivitat, wir diirfen sagen Spezifitat, bedingt ist. Dieser Faktor. 
welcher also aus elektrostatischen Griinden die elektive Aufnahme der 
Carbinole bedingt, wird Korrespondenzfaktor genannt. 

Die Histotropie konnte somit als ein physikalischer Vorgang unter 
vitalen Bedingungen mit allen seinen Zwischenstadien von Anfang bis 
zu Ende verfolgt und somit als ein physikalischer GrundprozeB fiir 
diejenigen Vorgiinge erkannt werden, welche wir im Tierkérper als 
elektive und spezifische Prozesse begegnen. 





die Vor. 
en Sub. 
n durch 
lektrope 
nderung 
lektrope 
intreten, 


n Elek. 
wischen 
Auswahl 
» andere 
htgriin) 
vogegen 
rbstoffe 
rhalten 
diesem 
er Um- 
rch clie 
. Wir 
le auf 
ng der 
otropie 
ng aus 
velcher 
1e Ad- 
Binde- 
th ihre 
‘aktor, 
ne cer 


unter 
ng bis 
»B fiir 
er als 


Uber die Bildung des Milchzuckers in der Milchdriise. 
Die Rolle des Leucins’). 
Von 
Erich Hesse. 
Zum Teil nach den hinterlassenen Aufzeichnungen von Prof. F. Réhmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 6. April 1923.) 


Die Milchdriise gibt wihrend der Lactation auBerordentlich grobe 
Mengen von Milchzucker ab. So liefert z. B. die Kuh bei einer durch- 
schnittlichen Tagesproduktion von 10 Litern Milch etwa 450 g Zucker. 
Da man im Blute niemals Lactose gefunden hat, ist es sicher, daB der 


Zucker in der titigen Driise selbst entsteht. Sein Ausgangsmaterial 
stellt letzten Endes der Traubenzucker des Blutes dar. Den ersten 
experimentellen Beleg hierfiir lieferten Kaufmann und Magne. Diese 
Autoren verglichen den Blutzuckergehalt der Jugular- und Mammar- 
vene und fanden, daB& das Venenblut der ruhenden Driise das gleiche 
Zuckerniveau besitzt wie das der Vena jugularis. Befindet sich die 
Driise in sekretorischer Tiatigkeit, so verliert das sie durchstrémende 
Blut einen gréBeren Teil des Zuckers als dasjenige, das die Gewebe 
des Kopfes passiert. Das Blutzuckerdefizit ist annahernd aquivalent 
der Menge der produzierten Lactose. Auch wird unter dem EinfluB 
des Saugens das Blut im allgemeinen Kreislauf an Glukose reicher. 
Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch Foa. Durchstrémte er exstirpierte 
Milchdriisen von Ziegen mit Ringerlésung und Dextrose, so erschien 
im wiisserigen Sekret Milchzucker. Wechselte er die Zusammensetzung 
der Nahrfliissigkeit, indem er Ringersche Lésung allein durchflieBen 
lie oder anstatt Dextrose Galaktose zusetzte, so war im Driisensekret 
kein Milchzucker nachweisbar. Ferner hat Porcher gezeigt, daB bei 
Ziegen, die nach Exstirpation der Mammae Junge bekommen, sofort 
nach der Entbindung eine Glucosurie einsetzt. Fiigen wir schlieBlich 


1) Zum Teil veréffentlicht als Inaug.-Diss., Breslau 1921. 
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die Beobachtung von Noel Paton und Cathcart hinzu, daB siugende, 
mit Phloridzin vergiftete Tiere in dem Mae weniger Milchzucker pro. 
duzieren, als Zucker im Harn erscheint, so wird man wohl an der Tat. 
sache nicht zweifeln kénnen, daB die Glucose des Blutes die Quelle 
fiir den Milchzucker darstellt. 

Man darf sich aber den niiheren Mechanismus der Milchzucker- 
genese nicht so vorstellen, als ob der Traubenzucker bei der Passage 
durch die Driise die notwendigen Verainderungen durchmacht, die von 
ihm zur Lactose fiihren, also die Umwandlung der Hilfte in Galaktose 
und die Zusammenfiigung der beiden Reste. Es findet vielmehr eine 
Ablagerung in der Driise statt in einer Form, die wir noch nicht niiher 
angeben kénnen. T'hierfelder und nach ihm Réhmann haben gezeigt. 
daB bei der Autolyse von Milchdriisen eine umfangreiche Produktion 
von reduzierendem Zucker stattfindet. Diesen Befund konnten Jsaa/: 
und Adler nicht bestatigen. Der Grund hierfiir liegt in der verschiedenen 
Versuchsanordnung der Autoren. Wiahrend Jsaak und Adler die Driise 
sofort nach der Zerkleinerung 2 Stunden lang bei 38° digerierten, lie(; 
Réhmann den Driisenbrei in einer schwachen Bicarbonatlésung bei 
Zimmertemperatur einige Stunden stehen. In dieser Zeit hatte sich 
kein Zucker gebildet. Wurden dann die Mazerationssifte in den Thermo- 
staten gestellt, so war bereits nach 2 Stunden reduzierender Zucker 
nachweisbar. Réhmann konnte durch Darstellung des Osazons den 
Beweis erbringen, daB dieser Milchzucker ist oder ihn wenigstens in 
gréBerer Menge enthalt. 

Es steht somit zweifellos fest, daB der Vorgang der Milchzucker- 
bildung nicht an das Leben des Tieres gebunden ist, ja er ist auch von 
der morphologischen Intaktheit der Driise unabhingig, da er sich im 
Driisenbrei und in Mazerationssiften nachweisen laBt. Damit sind dic 
Bedingungen fiir das Studium der Zwischenstufen beim Ubergang 
von Trauben- in Milchzucker sehr vereinfacht. Trotzdem ist es bis 
jetzt noch nicht gelungen, vdéllige Klarheit zu schaffen. Das Auftreten 
von reduzierendem Zucker in dem vorher nicht reduzierenden Driisen- 
material erinnert an die Hydrolyse des Leberglykogens durch Diastase- 
wirkung; eine Ahnlichkeit, die Thierfelder veranlaBte, der Zwischen- 
substanz des Milchzuckers den Namen Saccharogen zu geben, der 
allerdings etwas irrefiihrend ist. Es muB sich namlich bei der Lactose- 
bildung um ein ganz anders gebautes Produkt handeln, denn das 
Glykogen ist durch Sauren leicht zu Traubenzucker aufzuspalten, 
die Milchdriise dagegen liefert bei der gleichen Behandlung keinen 
reduzierenden Zucker. Wenn die Isolierung der Zwischenstufen bis 
jetzt nicht gelungen ist, so haben doch verschiedene Forscher versucht, 
sich tiber den Weg, der in der Driise von der Glucose zur Lactose fiihrt, 
eine Vorstellung zu bilden. 
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Miintz dachte an die Galaktosezufuhr mit der Nahrung. Er wies 
darauf hin, daB eine Menge im Pflanzenreich sehr verbreiteter Stoffe — 
Pflanzenschleim, Gummi, Pektinstoffe — als Zersetzungsprodukt 
Galaktose liefern, und er glaubte, daB bei den Herbivoren der Milch- 
zucker durch eine Synthese aus Dextrose und Nahrungsgalaktose ent- 
stehen kénnte. 

Réhmann spricht sich folgendermaBen aus: 

,.Mit dem Blutstrom wird der Milchdriise Traubenzucker als Stoff 
fir die Milchzuckerbildung zugefiihrt. Dort wird er aber nicht unmittel- 
bar verarbeitet, sondern zunichst in eine noch nicht naher charak- 
terisierte Zwischenstfbstanz iibergefiihrt. Sie dient gewissermaBen als 
Puffer, speichert die d-Glucose, zerfallt aber unter dem Einflu8 eines 
unbekannten fermentativen Prozesses je nach dem Tatigkeitszustand 
der Driise mehr oder weniger rasch unter Bildung von d-Glucose. 
Der Zucker ist in ihr nicht in Glukosidbindung enthalten. Auf die 
d-Glucose wirken in der tatigen Milchdriise Enzyme, die sich aus 
Zymogenen bilden, und zwar eine Stereokinase, die die d-Glucose in 
eine d-Fructose iiberfiihrt, und eine weitere, die d-Galaktose bildet. 

Durch ein synthetisierendes Enzym, eine Galaktosidoglucese, werden 
Galaktose- und Glucosegruppen zu Lactose vereinigt.“ 

SchlieBlich hat HE. Fischer gelegentiich erwihnt, daB die Lactose 
durch eine stereochemische Umwandlung aus der Maltose entstehen 
kénne. Fir diese Theorie ist bis jetzt kein experimenteller Beweis 
geliefert worden. 

Die Miintzsche Vorstellung ist leicht ad absurdum zu fihren, 
da ja die mit der Nahrung aufgenommenen Hexosen in der Leber 
in Glucose umgewandelt werden. Fiir die Galaktose hat dies bereits 
Weinland und Draudt nachgewiesen. 

Réhmann stiitzte seine Theorie auf die Annahme, da8B beim Di- 
gericren der Mazerationssifte Fructose entstiinde. Er beobachtete in 
einigen Versuchen eine starke Linksdrehung der Extrakte und diagnosti- 
zierte die Fructose als Osazon mikroskopisch in dem Osazongemisch. 
Die Linksdrehung an sich erlaubt aber keine sicheren Schliisse, da ja 
bei der Autolyse auch EiweiBkérper sich unter Umkehr der Drehungs- 
richtung in optisch aktive Substanzen spalten kénnen. 

Behandelt man autolysierte Mazerationssifte mit Phenylhydrazin 
in der tiblichen Weise, so erhalt man Gemische von Kristallen, in denen 
die folgenden Typen regelmaBig zu erkennen sind: die garbenformig 
vereinigten Nadeln des Glucosazons, die stechapfelférmigen Aggregate 
des Milchzuckerosazons. Endlich gewinnt man unter Bedingungen, 
die nachher noch naher geschildert werden sollen, Sterne von grofen, 
etwa wetzsteinférmigen Blaittchen, die mit keiner der anderen Arten 
zu verwechseln sind. Nun wei aber wohl jeder, der sich einmal ein- 
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gehend mit Osazonen beschaftigt hat, daB es unméglich ist, allein aus 
der Kristallform die Diagnose auf einen bestimmten Zucker zu stellen. 
Mag das noch einigermaBen angehen, wenn man einen einheitlichen 
Zucker vor sich hat, so kénnen beim Vorliegen eines Gemisches alle 
méglichen Formen auftreten. Nur durch eine Trennung der verschic- 
denen Gebilde und Identifizierung war eine definitive Aufklarung zu 
erwarten. 

Réhmann versuchte, wie aus seinen hinterlassenen Aufzeichnungen 
hervorgeht, auf analytischem Wege die Zwischenstufen aus den Maze- 
rationssiften herauszuarbeiten. An gut definierten Produkten erhielt 
er nur Aminosauren, unter denen der Menge nach das Leucin bei weitem 
im Vordergrunde stand. Das gab ihm den Gedanken ein, ob nicht 
dieser Aminosiure eine ganz besondere Rolle bei der Milchzucker- 
genese zukomme. Der Zusatz von Leucinpriparaten verschiedenster 
Herkunft beeinfluBt nun in.der Tat die Milchzuckerbildung in den 
Mazerationssiften sehr stark. Die Rechtsdrehung verstirkte sich. 
Das Auftreten der breiten, zu Sternen gruppierten Osazonblattchen 
wurde eine regelmaBige Erscheinung, die am vierten bis sechsten Tage 
der Autolyse auftrat. 

Kurz vor seinem Ableben hatte mir Herr Prof. Réhmann ein 
Thema zur Bearbeitung tibergeben, das sich auf den bisher geschilderten 
Untersuchungen aufbaute. Damit ergab sich die Notwendigkeit, diese 
weiterzufiihren und zu versuchen, den Mechanismus der Leucinwirkung 
aufzukliren und die Natur der verschiedenen Osazone einwandfrei 
festzulegen. Die Gegenwart von Aminosiuren ist ein Faktor, der 
sehr wohl auch bei der Milchzuckerbildung intra vitam eine Rolle 
spielen kann. Cary hat nachgewiesen, daB bei milchenden Kiihen 
die Aminosiuren im Blute und Plasma der Mammarvene im Gegensatz 
zur Jugularvene vermindert sind, wahrend bei trocken stehenden 
Kiihen keine Differenz nachweisbar ist. Er bringt diesen Unterschied 
mit der Bildung der Milchproteine in Zusammenhang. Freie Amino- 
siuren werden demnach auch in der laktierenden Driise anwesend 
sein. Die Vorstellung, daB das Leucin etwa selbst in Milchzucker tiber- 
ginge, war wenig wahrscheinlich. Zunachst sprach die Verschiedenheit 
der Struktur der beiden Kérper dagegen. Auch bleibt bei Carys Be- 
rechnung keine Aminosiure fiir den theoretisch méglichen Ubergang 
in Zucker tibrig. Und endlich gehért das Leucin nicht zu den Amino- 
siuren, die iiber Zucker abgebaut werden. Es geht vielmehr in Aceton- 
kérper tiber. Ich habe trotzdem in meinen Versuchen darauf geachtet, 
ob Beziehungen zwischen der Menge des Leucins und des Zuckers 
bestehen. Es iiberwiegt aber immer die Héhe der Zuckerbildung iiber 
die zugesetzte Leucinmenge. Wollte man eine stoffliche Beteiligung 
des Leucins an der Zuckersynthese annehmen, so wire mit groBer 
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Wahrscheinlichkeit zu erwarten, daB es durch die ihm auf seinen ver- 
schiedenen Abbauwegen zunichst stehenden Produkte vertreten werden 
kénnte. Amylamin und Isovaleriansdure sind aber ganz wirkungslos. 
Eine glatte Desamidierung der Aminosiure konnte ich nicht fest- 
stellen. Die verschwindenden Aminosiure-N-mengen entsprachen nur 
einem Bruchteil des mehrauftretenden Zuckers. Es bestehen somit keine 
genetischen Beziehungen zwischen Leucin und Milchzucker. Wohl 
aber ist dessen Anwesenheit maBgebend fiir den UberschuB der Rechts- 
drehung und das Auftreten des blattchenbildenden Zuckers. Ich konnte 
ausnahmslos ein stirkeres Hervortreten der Blittchen in den Ansitzen 
mit Leucin feststellen. Die Steigerung war so groB, daB an eine Iso- 
lierung gedacht werden konnte. Nach vielen anfinglichen MiBerfolgen 
gelang es, durch eine fraktionierte Extraktion mit Wasser bei 60° das 
Plattenosazon rein zu gewinnen. Durch Bestimmung seines Drehungs- 
vermégens in Pyridin-Alkohol, seines Schmelzpunktes und seines 
Stickstoffgehaltes wurde es als Maltosazon identifiziert. 

Da die spezifische Drehung der Maltose etwa 214mal gréBer ist 
als die der Glucose, war damit die groBe Differenz zwischen Drehung 
und Reduktionsvermégen der Autolysate erklart. Es bleibt nun noch 
die Frage offen, welche Rolle das Leucin bei der Genese der Maltose 
spielt. Da es, wie ich eben ausfiihrte, keine chemische Reaktion eingeht, 
liegt der EinfluB des Leucins offenbar in einer Milieuénderung 
der Mazerationssifte. Damit stimmt die Tatsache iiberein, daB andere 
Aminosiuren, Tyrosin und Phenylalanin, den gleichen Effekt quoad 
Maltosebildung auslésen. Daf tatsichlich Aminosiuren in der Lage 
sind, durch bloBe Milieuinderung einen Einflu8 auf einen fermen- 
tativen Vorgang auszuiiben, zeigten jiingst Sherman und Walker. 
Die Geschwindigkeit der Hydrolyse von Starke durch Pankreatin- 
amylase, Handelspankreatin und anderes mehr, wird nach Angabe 
dieser Autoren durch Zusatz von Phenylalanin, Tyrosin und Alanin 
erhéht. Da gleichzeitig der Zusatz solcher Aminosiuren das Enzym 
vor der zerstérenden Wirkung durch Kupfersulfat schiitzt und ein 
durch Kupfersulfat geschidigtes Enzym wieder zur vollen Wirksamkeit 
bringen kann, fiihren Shermann und Walker den giinstigen EinfluB 
der Aminosiuren wenigstens zum Teil auf den Schutz des Ferments 
vor Zerstérung in wisseriger Lésung zuriick. In unserem Falle liegen 
zwei Moglichkeiten vor. Die Aminosiuren kénnten etwa als Kata- 
lysatoren die Bildung von Maltose beschleunigen, oder aber der ProzeB 
des Zuckeraufbaues verliuft bei ihrer Gegenwart so langsam, da’ man 
die Zwischenstufe, die Maltose fassen kann. Die Isolierung der Maltose - 
aus Drusensiften ist, worauf ich zum SchluB noch einmal hinweisen 
méchte, das wichtigste Ergebnis meiner Untersuchungen, weil durch 
sie die Ansicht Emil Fischers tiber die Milchzuckergenese zum erstenmal 
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eine experimentelle Stiitze erhalt. Bei weiteren Studien wird dicse 
Auffassung in erster Linie diskutiert werden miissen. 


Protokolle. 


I. Versuche von Prof. Réhmann. 





Gewinnung des Mazerationssaftes. 


Zur Verwendung kamen nur frische Milchdriisen, die direkt vom 
Schlachthof bezogen wurden. Sie blieben 24 Stunden lang bei 10° C liegen, 
Nachdem sie dann durch die Fleischmaschine geschickt waren, wurden auf 
1g Drisensubstanz 2ccm einer 0,5proz. Natriumbicarbonatlésung zugesetzt 
und einige Stunden mit etwas Chloroform bei Zimmertemperatur digeriert. 
Darauf wurde durch ein Sieb abgegossen, bei 37 bis 40°C mit verdiinnter 
Salzsiure neutralisiert, nochmals filtriert und dieses Filtrat zu den ver- 
schiedenen Versuchen im Thermostaten bei 37°C aufgestellt. Nach 
24 Stunden usw. wurden Proben entnommen, diese mit Eisenchlorid und 
verdiinnter Salzsiure enteiweiBt, polarisiert, ihr Reduktionsvermégen 
bestimmt und aus ihnen mit essigsaurem Phenylhydrazin Osazone dargestellt. 
Die Isolierung des Leucins aus den Driisenextrakten ist ausfiihrlich spiter 
bei Versuch 50 und 54 beschrieben. 


Milchdriise 48, frischmilchend. 
A. Ohne Zusatz. 
23.1.: @ — 23’ 40 Pavy nach Zusatz von 16 ccm noch schwach rot 
= 0,05% Trbz. 
24.1: «@+ 8'=0,25% Trbz. 10 Fehling 6,5 = 0,77 % Trbz. 
25.1: a@+42’=1,3 % ,, (Verd.1:2),10 , 67=15 % ,, 
21.L: «+4814 % , ( » 1:3),,10 , Owls % , 


B. Mit 10g eingeengtem Extrakt von Milchdriise 47. 

23.1.: @— 33'40 Pavy nach Zusatz von 13,5 ccm bla8 rosa 

= 0,07 % Trbz. 
24.1: e— @= (Verd. 1: 2), 10 Fehling 6,0 = 1,7 % Trbz. 
26.1.2 @+ YS = 1,99 Trbz. ( ,,  1:2),10° ,, “2,9=3,4% =,, 
SUL: e+ PP 19% EL OU! 4 SOR 8I CC, 

Extrakt. Mit Bleiacetat im geringen Uberschu8 gefillt nach vor- 
herigem EnteiweiBen. Mit H,S behandelt, filtriert und bei vermindertem 
Druck eingedampft; 8,5 g ,,Rohleucin“. 











Milchdriise 49, frischmilchend 29. Januar 1919. 
Extrakt neutralisiert, auf 40° erwarmt, filtriert. 
A. Ohne Zusatz. 

30. I.: @ +0, keine Reduktion. 

31. I.: @ + 23’ = 0,73 % Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 15,5 = 1,0 % Trbz. 
LID: a#+34=1,1 % Css: Ath AO oie. 10,0 me 1S 
St SHee we OC SS ee}. Oe TS 
4:Ik.: Sa + 40! 16% ;; 

Osazone: Glucosazon und gelbe Massen, zum groBen Teil in heiBem 

Wasser léslich. 
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Li 
eingee! 
A 
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B. Extrakt mit 3 bis 4g der kristallisierten Fraktion 
vom Extrakt Milchdriise 48 (Rohleucin). 

30. I: @ — 24’, keine Reduktion. 

31. I: «e+ 3)’ = 0,98 % Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 12,5 = 1,2 % Trbz. 
Glucosazon. 

1.11.:; @+3°17'= 6,3 % Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 5,5 = 2,7 % Trbz. 
Glucosazon, wenig bewachsen. 

3.11.: «+ 6°11’ = 11,8% Trbz. (Verd. 1: 4), 10 Fehling 5,4 = 3,7 °4 Trbz. 
Glucosazon, groBer Teil loslichen Osazons. 

4.11.: «@ + 6°12'=11,8 % Trbz. 


Cc. Extrakt mit 10cem Extraktfiltrat von Milchdriise 48. 

30. IL: «@ — 13’, keine Reduktion. 

31. LT: @+12' =0,38% Trbz. (Verd.1: 3), 10 Fehling 12,0 = 1,2%Trbz. 
ca te ote |. tO, BEM! 8 Oe EE. 
3.11: «+192? =1,9 % ¢', RMI "LL ST a BM ,, 
4.I1.: «+ 1920°=2,5 % ,, 

Osazone: Glucosazon, viel weniger léslich als bei B, mehr als bei A. 


D. Gleiche Teile von B und C. 
« — 11’, keine Reduktion. 
a+ 58’ = 1,8% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 10,5 = 1,4 % Trbz. 
a + BOF = 6.8% *,, “€ ,.. 3:3) 30 nt 6,4 = 2,3% 


” 


»Man, gewinnt aus Driisenextrakten eine kristallisierte Fraktion ,,Roh- 
leucin’’.. Diese sowie eingeengte Mazerationssifte bewirken eine starke 
Zunahme der Rechtsdrehung der Drii$enextrakte, wihrend das Reduktions- 
vermégen nicht in gleichem Mae steigt.* 


Milchdriise 50, frischmilchend, 6. Februar 1919, nach Itdgigem Liegen. 
I. Aufarbeitung des Driisenextraktes?). 

Mit verdiinnter HCl neutralisiert, aufgekocht, filtriert, auf dem Wasser- 
bade eingeengt, mit Bleiacetat und etwas basischem essigsauren Blei gefiallt. 
Filtrat entbleit, bei vermindertem Druck eingeengt. Es scheiden sich 0,5 g 
Tyrosin ab. 

Letztes Filtrat mit 17 cem konzentriertem HCl auf dem Wasserbad 
eingeengt. Kristallbrei abgesaugt. 

A. Rohleucin in Wasser gelést, von geringen Mengen Ungeléstem ab- 

filtriert, mit Uberschu8 von CuCO, gekocht. 
a) Cu-Verbindung unléslich, nach dem Entkupfern etwa 1 g Leucin. 
b) Cu-Verbindung léslich, bei vermindertem Druck eingeengt, ab- 
filtriert, dunkelblaues Pulver, fast 2 g 
Phenylalanin ford. 7,1% N, 16,2 % Cu, 
a gef. 7,6%N, 15,9 % Cu, 
Schmelzpunkt 254°. 
c) Filtrat. NaCl in geringen Mengen Aminosauren. 
. Filtrat 40 ccm, dazu 15 ccm entsprechenden Filtrats von Milch- 
driise 49 mit 55 cem HCl am RiickfluBkiihler gekocht, Niederschlag 
abgesaugt, mit Ather extrahiert (viel Huminsubstanz), etwa 1,5 g. 


1) Protokolle sind so veréffentlicht, wie sie sich im Original vorfanden. 
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Aus alkalischer Lésung geringer Riickstand, der starke Jodoformprobe 
gibt, mit Naphthol-H,SO, braunrote Farbung, beim Stehen Triibung. 

Aus saurer Lésung, die mit Ather ausgeschiittelte Fliissigkeit verestert, 
bei 200° destilliert, etwa lccm Ol, zweimal mit HCl abgedampft, gibt 
wasserlosliche Cu-Verbindung. 


IJ. Driisenextrakt neutralisiert auf 40° erwiarmt, filtriert 
langsam, daher unfiltriert. 


A. Kontrollprobe. 
.: @ + 4’, keine Reduktion. 
2 a+ 9" 0,29 % Trbz. (Verd. 1: 2), 10 Fehling 12,0 = 0,8 % Trbz. 
2 @+ 47’ 15% rire Glen ace oi) dame 5,3=1,9% ,, 
seat47'=15 % ,, Garung 1,25 % Trbz. 


Glucosazon und viel in heiBem Wasser lésliches Osazon. 


B. 200cem Extrakt, 6g Leucin, 5cem Toluol. 
8. II.: « — 36’, keine Reduktion. 
10. IL.: «+ 32’ = 1,0% Trbz. (Verd. 1: 4), 10 Fehling 8,4 = 2,4 % Trbz. 
12.1L: «+2910 =41% ,, ( 5 1:4),10 ,. 6,7=3,0% ,, 
14.1IL: «+2°9' =4,1% ,, Géarung 2,5 % Trbz. 
Glucosazon und viele Kugeln, viel in heiBem Wasser lésliche Bei- 
mengungen. 


C. 200cem Extrakt, 6g Wittepepton, 5ccm Toluol. 
8.II.: « — 1°11’, keine Reduktion. 
10. IL: « — 41’, (Verd. 1: 2) 10 Fehling 7,0 = 1,4% Trbz. CuO, kolloidal 
gelést. Nur Glucosazon. 
12.11: «+ 11’ = 0,34% Trbz. (Verd. 1: 4), 10 Fehling 11,1 = 1,8 % Trbz. 
14,1IL,: « + 32’ — 1,0 % .,, 
16. ITs: 0 + 192) we 19 % |: ( » 1:4),10 ,, 11,0—m18% ,, 

Garung 1,6 % Trbz. 

,,Bei der Aufarbeitung zerfallt der Driisenextrakt in Rohleucin (Leucin, 
Phenylanilin) und eine sirupése Masse. Zusatz von Leucin und Wittepepton 
bewirken eine Vermehrung der Rechtsdrehung. Osazone sind nicht be- 
sonders charakteristisch.“* 


Milchdriise 51, von frischmilchender Kuh, Extrakt wie gewodhnlich. 


A. Kontrollprobe. 
. IL: «+44 = 1,4% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 6,7 = 2,3 % Trbz. 
nur Glucosazon. 
: «+ 37' =1 
at @ + 1°18’ = 2,69 (4°  ie8), 10 6,1 = 3.3% 
se IPRS are os Ces at &), 10 6,3 = 3,2% 
oat IODS 203.7% 5, oC, Aad), 10 6,1 = 3.3% 
Glucosazon und zahlreiche Kugeln in heiem Wasser léslich. 


2% t’., Thee 16 8,4 = 2.4% 
5 





Cu-léshi 
wonner 
die Zu 
Di 


33 
2,94% 
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B. 100cem Extrakt, 0,9g Leucin von Milchdriise 50. 
IL.: «+ 28' = 0,89% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 7,6 = 2,0 Trbz. 
Osazon wie A. 
> «+ 47’ 
@+ 1°43’ = 


: 4), 10 10,0 = 2,0% 
: 4), 10 6,4 = 3,1% 


l 

1 
«+ 1°8’ ae 1: 4), 10 7,2=2,8% 
«+ 1°93’ ] 


Glucosazon wenig ldéslich. 


:4),10 ,, 6,6 = 3,0% 


.. 100cem Extrakt mit 3 bis 4g Cu-léslicher Verbindung von 
Milchdriise 50. 
+14’ = 0,44% Trbz. 
+9 =0,20% .,, 
+HT=21 % ,, 
+58’ =18 % ,, 
+1°9' =2,2 % 


D. 100 cem Extrakt, 1g Leucin aus Casein. 
«+ 32’ 1,0 % Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 8,5 = 1,8 °% Trbz. 
Mo oe ee ee as oe : 3), 10 7,.9=1,9% 
aq + 1919 = 33% ,, € : 4), 10 7,8 = 2,6% 
w+ 7°18 = 256% ,, ( vs : 4), 10 6,8 = 3,0% 
at T° Se & 30% 5: Co : 4), 10 7,4 = 2,7% 


E. 100cem Extrakt, 6g Wittepepton. 

« — 16’, keine Reduktion. 

a — 28', keine Reduktion. 
« — 10',) 
a — 13’ J 
»,Wahrend ein Leucinpraparat, das aus Casein gewonnen war, einen 
wenn auch geringen Einflu8 auf die Drehungsanderung ausiibt, bleibt die 
Cu-lésliche Verbindung, die aus der sirupésen Fraktion des Extraktes ge- 
wonnen ist, einfluBlos. Wittepepton hemmt in diesem Versuch deutlich 

die Zuckerbildung.* 

Die Aufarbeitung des Milchdriisenextraktes 53 geschah wie bei Driise 54. 


Glucosazon, geringer als bei den anderen Proben. 


Milchdriise 54. 


I. Aufarbeitung des Mazerationssaftes. 

3300 com Extrakt neutralisiert, aufgekocht, filtriert. Trockenriickstand 
2,94%; a — 18, 

Filtrat eingeengt, mit Bleiacetat im Uberschu8 gefallt, entbleit mit H,S, 
Filtrat des PbS bei vermindertem Druck eingeengt, mit 60cem 10proz. 
Hg-Acetatlésung bis zum bleibenden Niederschlag gefallt. 

Hg-Fdllung I mit H,S behandelt, Filtrat 47 cem « — 44, — 45, Trocken- 
riickstand 5,6%. Kjeldahl-N 1,27%. van Slyke 0,23. Formoltitrat 
0,23%. Amino-N: Gesamt-N = 18,1 %. 

Prachtige Biuretreaktion, mit Millons R.-Fillung beim Erwarmen 
nicht gerétet, Xanthoproteinreaktion schwach. Molisch stark, alkalische 
Pb-Lésung stark geschwirzt. 
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Filtrat der Hg-FallungI mit etwa 30g Barythydrat (fiir Curecuma 
schwach braun) ergibt Hg-Fdllung II. Letztere mit verdiinnter Hg-Acetit- 
lésung gewaschen, mit H,S zerlegt. 

Schwiichere Biuretreaktion, mit Millons R.-Fallung, beim Erwarmen 
stark rot, Xanthoproteinreaktion starker, Molischprobe stark, Pb-Reaktion 
schwacher als bei I geschwarzt. Fallung komplexer Verbindung von H¢. 
Baryt. « — 25! Formoltitration, 0,23% Amino-N. Kjeldahl 1,43% Ge. 
samt-N. Amino-N: Gesamt-N = 16,1 %. 

Filtrat von der Hg-Fdllung II mit verdiinnter SO,H, anniahernd aus. 
gefallt, mit H,S behandelt, Filtrat des HgS zum Sirup eingeengt auf dem 
Wasserbade. 

A. Niederschlag mit Wasser suspendiert, mit verdiinnter HCl bis 

Lackmoid nicht mehr blau, abgesaugt, mit Wasser gewaschen. 


Ungeléstes in heiBem Wasser mit Kohle und N H, filtriert, gab 
beim Erkalten kristallinische Ausscheidung von T'yrosin. 

Das Gelédste eingeengt, beim Eindampfen Leucin. Aus Cu 
unlosliche Verbindung, Leucin. Schmelzpunkt 276,5, [¢], 0 — 19,50. 

. Filtrat. Probe 1: 9 verdiinnt. 

« — 38’, 40 Pavy, 4 ccm noch rot, 5 cem braun = etwa 0,2 % Trbz. 
Osazon gering, Kugeln aus stark lichtbrechenden Nadeln, beim 
Erhitzen zum gré8ten Teil léslich. Garung 1,7% Trbz. 

6,5 g Sirup entsprechen etwa 1 g Traubenzucker. 
a) Mit 1 ecm Eisessig 11 Tropfen Phenylhydrazin, kein Niederschlag. 


b) Mit 0,8 g p-Nitrophenylhydrazin in 10ccm 30 proz. Essigsaure ge- 
ringer Niederschlag. 


. Mazerationssaft neutralisiert, auf 40° erwarmt, filtriert. 


A. Kontrolle. 


22.IIl.:a+ 9’ = 9,29% Trbz., reduziert stark, Glucosazon. 
24. III.:@+ 13'=0,41% ,, (Verd. 1:3), 10 Fehling 13,5 = 1,1 % Trbz. 
26. ails aeréiu it ,, € . UD »  92m17% 
aérung 2,7 %. 
. IIL: @ + 24’ = 0,76 % CS 
Garung 1,85 %. 
.IID.: « + 24’ = 0,76% Garung 0,5 %. 
~IV.: « + 24’ = 0,76% 


B. 100cem Extrakt mit 3g Leucin aus Casein-Pankreas- 
verdauung. 


22. 11I.: « + 12’ = 0,38% Trbz., reduziert, CuO, kolloidal gelést. 
24.TII.: «— 9’ (Verd. 1: 3), 10 Fehling 1,8 = 1,3 % Trbz. 
26. TIL.: « + 58’= 1,8% Co 8) 165, BT ee 39% 
Garung 3%. 
28. 11D: « + 56’= 1,8% (184), 10 7,8 = 26% 
$1. T11.: « + 57'=1,8% _,, 
4.1IV. «+57 =1,8% ,, Géarung 2,5%. 


4 





31. EEE. 
In 
»B 
+ Leuc 
bildung 


neutral 
mit ver 
bade, s 
und m 

27. 


Bildung des Milchzuckers in der Milchdriise. 


. 100cem Extrakt mit 3g Albumosen (Wittepepton). 
a — 48’, 
a — 12’, 
«—1l1l', 
« — 19’, 


a — 17’, Garung 3,2 % Trbz. 


). 45cem Extrakt und licem Filtrat von Hg-Fallung IIL 
der Milchdriise (enthalten Tyrosin und Leucin). 
« + 5’, keine Reduktion, keine Biuretreaktion. 


.IIL.: @ + 2°12’ = 4,2 % Trbz. (Verd. 1: 4), 10 Fehling 9,7 = 2,1 ° 


9 
28. ELLs @ + 1° 46’ = 3,4 % 9 ( 9° 1; 4), 10 ” 8,7 = 2,3 ¢ 
990 


dl. HL: « + Ny 47’ = 3,4 % ” ( ” z: 4), 10 ” 9,2 _ 
In allen Fallen nur Glucosazon. 
, Bestatigung der friiheren Ergebnisse bei Zusatz von Leucin (Tyrosin 


+ Leucin) und Albumgsen. Letztere wirken hemmend auf die Zucker- 
bildung.“ 


Milchdriise 55, frischmilchende junge Kuh. 

27. Marz. Extrakt neutralisiert, aufgekocht, filtriert, 3,33 Trocken- 
rickstand. « — 25’, eingeengt, auf Lackmus stark sauer, blaues Lackmoid 
nicht gerotet. 

Mit Hg-Acetat bis zur bleibenden Triibung versetzt, der geringe Nieder- 
schlag nicht weiter untersucht. Filtrat mit etwa 25 g Baryt fiir Curcuma 
neutral gemacht, Niederschlag abgesaugt, nicht untersucht. Aus dem Filtrat 
mit verdiinnter SO,H,-Baryt annihernd ausgefillt. Dann auf dem Wasser- 
bade, spaiter im Vakuum zum Sirup eingeengt (ist bei Driise 57 verwandt) 
und mit CuCO, gekocht. Leucin dargestellt. 

27. Marz neutralisiert, auf 40° erwarmt, filtriert. 


A. Kontrolle. 
«+ 11’ = 0,34 % Trbz., keine Reduktion. 
«+ 12'=0,38% ,, (Verd. 1:3), 10 Fehling 13,3 = 1,1 % Trbz. 
oO) ee BSG! eo ye Te lO og Oe 14K 
Are BG ay: ho SSO, $,0=— 19% .» 


B. 100cem Extrakt, 3g Leucin (unrein?). 
— 13’ keine Reduktion. 
— 12’ (Verd. 1: 3); 10 Fehling 13,0 = 1,1 % Trbz. 
+ £( ,, 3:8),10. ,, 90—21,7% 

1S i As Sele ogg. TAT 18 


. 26cem Extrakt mit 0,5 g d,l-Leucin (Kahlbaum). 
28. T1I.: «+ 1°19’ = 2,5% Trbz., keine Reduktion. 
31. IIL: «+ 1°36'=3,0% ,, (Verd. 1:8), 10 Fehling 8,3 = 4,8% Trbz. 
mv. @ + 3°27 ee 66%... (.,,.. 1:4),10. ,, . 5,38 38%. ,, 
»,Zusatz von reinem Leucin bewirkt im Milchdriisenextrakt eine enorme 
Steigerung der Rechtsdrehung.“ 
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Milchdriise 56 vom 4. April 1919, von alter Kuh. 
Euter milchreich, Gewebe sehr derb. 


A. Kontrolle. 
5.1V.: «+ 8’, redzuziert nicht. 
7.1V.: «@ + 22’ = 0,68% Trbz. Osazon geringer gelber Niederschlag, in 
heiBem Wasser léslich. 
8.1V.: «+ 18'=0,57% ,, Garung0,5 %. 
9,1V.: «+ 18'=0,57% ,, » 1,84%, 
B. 50cem Extrakt mit 0,5g Leucin. 

5.1V.: « — 27’, reduziert nicht. 

7.1V.: «+ 1) = 0,34% Trbz., Garung 2,5 %. 

9.1IV.: «+ 20'=0,63% ,, pe 4,5 %. 


Milchsdure 57, vom’10. April 1919. 

I. 10. April. Extrakt neutralisiert, erhitzt, filtriert. « — 22’, Trocken- 
riickstand 5,2%. Filtrat eingeengt ohne vorherige*Fallung mit Bleiacetat. 
Beim Stehen scheiden sich weiGliche, flockige Massen aus ,,Leucin und 
Tyrosin** (1) ab, mit CuCO, gekocht, Cu-Verbindung hergestellt (2). 

Il. Extrakt nicht mit HCl neutralisiert. 


A. Kontrolle. 
.IV.: «@ — 12’ 
.IV.: «@— 2’, geringe Reduktion. 
3. 1V.: «+ 18’ = 0,57 % Trbz., reduziert. 


B. 50cem Extrakt mit 0,5g Leucin (Kahlbawm). 


.IV.: «+ 8 

.IV.: «+ 58’ = 1,8 % Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 6,9 = 2,2 % Trbz., ' 
Glucosazon. $1.Vi: 

RIV.: a+ 57 18% » ( 4 1:8),10 ,, 956=1,6% ,, D. 50. 
Ill. Extrakt mit HCl vorsichtig neutralisiert, auf 40° erwarmt, filtricrt. 17. V.: 


19. V.: 
A. Kontrolle. 99. V.: 


11.1V.: « — 9’, reduziert nicht. O 
14.1V.: @ + 11' = 0,34% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 16,0 = 0,9, Trbz. a , 
16.1V.: «+ 22’ =0,68% ,, ( » 1:3),10 ,, 17,0=0,9% _,, aus 


B. 45cem Extrakt mit 5cem letztes Filtrat von Milchdriise 55 extrak 
(enthalt neben anderem Leucin!). (unreir 
11.IV.: «@ — 52’ als in | 
14.1V.: « + 29’ = 0,92 % Trbz. (Verd. 1: 9), 10 Fehling 14,5 = 3,19 Trbz. Sterne 
Glucosazon. 
16. IV.s e449 ce 14 5 Oy OTE GO: |, 1,73 26%, 
C. 50cem Extrakt mit 0,5g Leucin (Kahlbaum). 
1LIV.: «—3 
14.1V.: «+ 1°96’ = 2,1% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 6,4 = 2,3 °, Trbz. 
I6.1V.; a+ 1°92 =1,9% , ( » 1:3),10 , 67=2,3% ,, 
Garung 1,44 %. 
Osazon gering, nur Kugeln, die aus feinen Prismen bestehen, kein typi- 
sches Glucosazon, fast ganz in heiBem Wasser léslich. 
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,,;Wahrend friiher die Angaben iiber die Kristallform der Osazone gering 
sind, werden jetzt die typischen prismatischen Plattchen erwahnt. Sie 
treten bei Zusatz von reinem Leucin zu Mazerationssaéften auf.‘ 


Milchdriise 59, neutralisiert, nicht filtriert. 
A. Kontrolle. 16. April erhitzt, filtriert, «@ — 17’. 

« + 18’ = 0,57 % Trbz. 

«+ 47' = 1,5% Trbz. starke Reduktion. 

«+ 47' = 1,59 », Osazon, geringer Niederschlag, nur Kugeln 
in heiBem Wasser léslich. 

: «@+47'=1,5% Trbz. Garung 4,8 %. 
a+ 38’=1,2% ,, 
« + 33'=1,0% ,, 


. 50cem Extrakt mit lg Extrakt, Cu-Verbindung. 
Milchdriise 57, I (bestehend aus Leucin und Tyrosin). 
16. V.: | erhitzt, filtriert « — 5’. 
17.V.: «+ 47' = 1,6% Trbz., starke Reduktion. 
19.V.: «+ 52'=1,6% ,, (Verd. 1: 4), 10 Fehling 11,7 = 1,7 % Trbz. 
22.V.: a+ 6562’ =1, 6% »  Garung 1,54 %. 
Osazon reichlicher ale bei A aus Kugeln und Nadeln, Sterne aus gelben 
Plattchen. 


C. 50cem Extrakt mit 1g Extrakt von Milchdriise 57, 2. 
Cu-Verbindung (Leucin!). 
a — 32’, 
« + 32’ = 1,0% Trbz. 
«+ 56'=1,8% ,, (Verd. 1: 4), 10 Fehling 8,7 = 2,3 % Trbz. 
a+ 56'=1,8% ,, Osazonkugeln aus kurzen gelben Pldttchen, 


ape Teil in heiBem Wasser ldslich. 
mae: + 192’= 1,9% Trbz. Garung 1,4 %. 


. 50cem Extrakt mit 10cem Hg-Fallung I (Milchdriise 53). 

-V.: = @+13' = 0,41 % Trbz. 

.V.: @+ 28'=0,89% ,, (Verd. 1: 4), 10 Fehling 10,9 = 0,46 % Trbz. 
22.V.: «+ 29'=0,92% ,, 

Osazon in heiBem Wasser fast vollstandig léslich; beim Erkalten 
Sterne aus diinnen Nddelchen und Pléttchen. 

In allen Fallen, wo Fraktionen des aufgearbeiteten Milchdriisen- 
extraktes, die Leucin, Tyrosin oder Phenylalanin im Gemisch enthalten 
(unreine Praparate), findet man eine gréBere Steigerung der Rechtsdrehung 
als in der Kontrolle. Und ebenso gesetzmaBig treten unter den Osazonen 
Sterne aus kurzen gelben Plattchen auf.‘ 


II. Eigene Versuche. 
Methode. 

Die Driisen, die wir zu den Versuchen benutzten, stammten von ge- 
sunden, nach Angabe des Schlachthofes frischmilchenden Kiihen. Sofort 
nach der Tétung des Tieres wurde die Driise herausgeschnitten und nach 
dem Institut gebracht, wo sie alsbald nach der Entfernung der auSeren 
Teile verarbeitet wurde. Wir arbeiteten stets nur mit sterilen GefaBen 
und Instrumenten. Nachdem die Innenseite der Driise durch eine sterile 
Fleischmaschine getrieben waren, wurde pro Gramm Driisensubstanz 2 ccm 
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einer 0,5proz. Natriumbicarbonatlésung zugesetzt. Dieser Brei_blieh 
8 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann, wurde er von den groben 
Teilen durch ein Sieb befreit, mit etwas Toluol versetzt und schlieBlich mit 
verschiedenen Zusitzen in sterilen GefaiBen im Thermostaten bei 37° (¢ 
der Wirkung seiner Fermente iiberlassen. In verschiedenen Zeitraumen ent- 
nahmen wir Proben (10 cem Saft), die nach vorheriger EnteiweiBung mit 
Liquor ferri dialysati auf ihr Reduktionsvermégen (nach Fehling) und ihre 
Drehung (Halbschattenapparat von Schmidt und Haensch, Berlin) unter. 
sucht wurden. Auch die Osazone wurden regelmaéBig dargestellt. Die 
stiindige bakteriologische Kontrolle ergab, daB die Lésungen wahrend der 
Versuchsdauer steril waren. 

Die Grundlage der Versuche bildete die Tatsache, daB die Fermente 
sowie die Vorstufe des Milchzuckers aus der Driise in den Mazerationssaft 
hineingehen und bereits nach kurzem Digerieren bei 40° C reduzierende 
Substanzen auftreten. Die Muttersubstanz enthalt den Zucker nicht in 
Glucosidbindung. 

Diese Tatsachen habe ich durch folgende Versuche nachgepriift und 
bestatigen kénnen: 


Versuch 1. 
100 cem Driisenbrei werden im Wasserbade bei 40° C 6 Stunden lang digeriert. 





| : ij 
Optisch aktive | Sete ws? Reduzierende | K ristallform 


ubstanz als | yy penne, | Substanz als || 
Drehung == Trbz. in %o Doderacybat ner Vers (Trbz. in %|| der 
berechnet | 


von ccm Saft | diinnung berechnet Osazone 

8ha.m. «+0 Reduziert nicht |) Kugel- 
10 a.m. «+ 53! 1,65 10:63 | — 0,7 

12 a.m. | @ + 2°24’ 4,5 10:82 | 1:45 2,7 

2 p.m. | «+ 2°29’ 4,7 10:82 | 1:45 2,7 osazone 


Versuch 2. 

200 ccm Driisenbrei werden mit so viel 25proz. HCl versetzt, daB die 
Lésung 5% HCl enthalt. 4 Stunden am Riickflu8kihler im kochenden 
Wasserbade erhitzt. 

8 Uhr morgens. « + 0, keine Reduktion. 
12 Uhr morgens. « + 0, keine Reduktion. 

In den weiteren Versuchen ging ich zu der Versuchsanordnung tber, 

die sich bei Réhmann bereits bewahrt hatte. 


Versuch 3. 
A. Kontrolle. 200 cem Extrakt. 








Pi name gee sae  ceseaesr et lee eo arearigae Kristallform 
Drehung "Tybz. in 1} J0cem Febling | yer, | Trbz. in | der 
berechnet Ibacgr tag * al diinnung | berechnet | Osazone 


«+0 Reduziert nicht 
a +- 37’ 10: 3,7 Nadel- 
a+ 44’ 10: 3,0 osazone 
. e+ 30! 10:21 | 
. fia +- 1°13’ 10: 1,8 , Kugel- 
a + 1924’ We dD i osazone 
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Versuch 3. (iceteetmane.) 





| Optisch aktive " Reduktion } | Reduzierende| 


Substanz als | Substanz als | 

10 ccm Feb 

|| Drehung | Trbz. in (ee ee aint } Trbz. in % | 
_Il berechnet | von ccm Saft | || berechnet 





a 








iB. 100 e ccm Extrakt ‘und lg d,1- lak (Kahlbaum), ‘oui. 
I. |«@—10 Reduziert nicht 

17. rT ja + 35' ft  W Ae he 
19. I. je + 2°34’ f 10:28 | — Neben Kugel: 
20. 1 a + 2028" | 10:18 at || ,o Farmwe del. 
21. 1 4°51’ i. 10:13 — 

23, I, Is Tt 4952’ | 10:1,2 ~— Sigman oor. 

C. 150 cem Extrakt und 5 g Wittepepton. 

16, L. AE gf ‘ Perr ee nicht ! 

17. lL. (@ 5 7 0 a - 

19. L Ist tee 20 10:28 ‘ge I —, 
20. I. j@ + 1°25’) 2,4 10: 2'8 — \ 
21. I. j}@+ 2°22"). 3,9 10 : 2,2 a Kugel- 
23. « + 2926’ 42 | 10:22 — , osazone 

Sind in der Kontrollprobe die Mengen der optisch aktiven und redu- 
zierenden Substanzen am Schlu$8 des Versuchs miteinander identisch, so 
fallt bei dem Leucinansatz die grofe Differenz zwischen Drehung und 
Reduktionsvermégen auf. Die polarimetrisch ermittelte Zuckerzahl ist 
2,2mal gréBer als der Reduktionswert. Auch findet man in diesem Ansatz, 
und zwar nur in diesem, die Osazonplatten, wie sie eingangs naher geschildert 
sind. Zusatz von Wittepepton steigert nicht in dem gleichen MaBe wie 
Leucin die Drehung des Extraktes. ; 

Ich habe diese Tatsachen in den folgenden Versuchen immer wieder 
bestatigen kénnen. Auch andere Aminoséuren, Tyrosin und Phenylalanin, 
haben denselben Einflu8 wie Leucin. Dagegen andern Zusatz von Abbau- 
produkten des Leucins, Amylamins und Isovaleriansiure in keiner Weise 
den normalen Ablauf der Milchzuckersynthese im Mazerationssaft. 


Versuch 4. A. Kontrolle. 200ccm Extrakt. 





j | \| 

tiach ektive ~~ |Reduserene| Kristallform 
ubstanz als : ubstanz a! 

3 Drebung ||Trbz. in 0, 20cemFehling | yy, ae in O/ | der 


berechnet “yon cam Seft diinnung berechnet | Osazone 











; a. | om ~ 10! i Reduziert nicht 
ja+13' | O4 || 10:163 + - )} 12 ||) Kugel- u. 
«+4l’ | 13 | 10: 12,5 1 | 16 |; Nadel- 

|| @ + 1°O' | 1,9 | 10; 12,5 a | 1,6 osazone 

B. 300 ccm Extrakt und 1, 5 g 1-Leucin. 

(Praparat von Herrn Prof. Dr. Schmitz.) 
. le—14’ Reduziert nicht | 
. e+ 19’ | 10:20,3 | 1:4 | 0,9 | Nadelosazone 
. a+ 3°45" 
. ja-+ 11°10" a1 3 2 | 10: 18 4 ef 

C. 200 ccm Extrakt und 1g Phenylalanin (Kahibaum). 

: « — 23' . Reduziert nicht 
’ iT \@ + 36 1,1 10: 17,5 | 1:4 | 1,1 Farnwedelosaz. 
5 IL. a + 1°45’) 3,2 10: 79 | 1:4 } 2,4 | Prismen und 
. oe. ee + 6°45") 12,8 10: 30 | 1:4 | 6,6 | Kugelosazone 
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prism. Plattch. 





10: 50 | 1:4 | 3,9 f Sete. 
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Versuch 5. 
A. Kontrolle. 

















Datum 








10. 
14, 





10. 
12, 
14. 


3h 









<<< 

















Optisch aktive Redaiticn Reduzierende | Kristallform 
| Substanz als | 19 Fehli ||Substanz als | 
| Drehung ||Trbz. in % Breeton codmeatont Vere || Trbz. in bol der 
| | berechnet I on-etns Saft | diinnung berechnet | Osazone 
ja +0 “‘Reduziert nicht 
la +. 1°39’ 30 | 10:108 (1:42 | 1,9 Nadelosazone 
lle + 2°43" 5,1 fb Os 62 ee 42 i 3,3 Kugel- 
jee -+- 2°39’ 49 | 10: 6,0 1:4, 2 i 3,4 osazone 
B. 500 cem Extrakt und 2,5 g d,l-Leucin (Merck). 
je +0 | Reduziert nicht 
a + 295! | 3,9 10: 10,8 | 1:4,2 | 1,9 Nadelosazone 
+627) 105 | 10: 46 |1:42] 46 Osazon- 
\a+5°31') 106 | 10: 45 | 1:42] 46 platten 


Versuch 6. 
A. Kontrolle. 200 cem Extrakt. 










































Datum || 
1é xX. 
16. X. 
18. X. 
20. X. 
21. A 
97. X.: 
14, X. || 
16. X. 
18, X. | 
20. X.. |i 
21. X. | 
27. X 
14, X, | 
16. X, | 
18, X. 
20. X. 
S1;:X. 
27, X. | 


DA bd be D4 ba be 


Optisch aktivel t Reduaierende i Kristallform 
oon PES aeiaee RETE, der 
| berechnet [one cm Saft | es | berechnet | Osazone 
jh Sos me ees 
je+0 | Reduziert nicht 
‘ied Ds 0 ” i 
let 2 | O72 || 10:458 [1:42] 05 | 
lat+i2| 19 | 10:122 | 1:42 | 1,7 sous aaa 
fe+oo | 17 | 10:180 |1:42]) 16 | eee i 
letse | 17 | 10:02 [1:42] 1s 
B. 200 cem Extrakt und 1 g 1-Leucin 
(aus Casein als Cu-Salz selbst hergestellt). 
a—42 | Reduziert nicht 
j\@ + 34’ ” ” 
la+45’ | 14 10:140 | 1:42 || 15 Nadelosazone 
a + 2°35", 4,9 10: 8,6 1: 4,2 2,4 Kugelosazone 
e+ 2°15’) 43 | 10; 7,7 | 1:42 | 2,7 “und 
la -+2°35'| 49 10: 68 |1:42] 31 Plittchen 
C. 200 cem Extrakt und 0,38 g Amylamin. 
je+o | Reduziert nicht 
a | o7 | 10:530 eel 
a : 4, 5 
lo+4e’ | 14 | 10: 11,8 wee ~~ 
He+l°7}) 21 | 10;116 | 1: $2 | | bee el 
a+1°3'| 20 | 10:119 | 1:42 | i's 
D. 200 cem Extrakt und 0,35 g Isovaleriansaure. 
le oe, el Reduziert nicht 
are 1 og | woreso j1748 |. of | 
e i ¢ 74,2 || . is 
etiss| 28 | 10:186 |1:42) 17 || Nadel und 
e+ 46 | 14 | 10:109 / 1:42 | 18 | ic atl 
ets | 16. | 10:119 11:42] 18 | 














Reduktion 





























E. 200 < 


Die 
beobach 
bunden 
(nach w 








Bildung des Milchzuckers in der Milchdriise. 


Versuch 6. (Fortsetzung.) 
E. 200 cem Extrakt und 1 g |-Tyrosin (aus Casein selbst hergestellt). 

















| O pee aktive| __—_—Reduktion Regaslesiihds Kristallform 
| nian: ale 10cm Febling + u stanz als 
Datum || Drehung | Trbz. in ° werden Prcrwse nA Pe ; Tebs. in %o pes 
hensuhaet [von com Saft unnung _ berechnet i azone 


14, X. @— 2)’ Reduziert nicht 

16. X. @ + 17’ 9» ” 

18, X. «+ 29’ 0,9 10 : 33,8 1: 4,2 0,6 Nadelosazone 

20. X. «+ 1°16’ 2,2 10: 11,2 1:42 18 Kugelosazone 

21. X. @ + 1°24’ 2,7 10: 11,8 1:4,2 18 

a7, X. e+ 1°45") 3.3 10:112 1:42 177} Plttchen 
Die folgenden Versuche dienten dem Zweck, festzustellen, ob die 

beobachtete Wirkung der Aminosiuren mit einem Abbau derselben ver- 

bunden war.. Deshalb wurde in mehreren Fillen laufend der Amino-N 

(nach van Slyke) und der Ammoniak-N kontrolliert. 


Versuch 7. (Die gleichen Ansitze wie Versuch 4.) 

















300 ccm Extrakt 200 ccm Extrakt 
Kontrolie. 500 ccm 15g Leucin 1 g Phenylalanin 

Detuss j--_— hischsieribeanigsimnpeel | ic inncireaynetltihilntpnsetinniinishsinsnlileniacnaal bisa 
Ammoniak-N | Amino-N Ammoniak«N Amino:N Ammoniak-N Amino-N 

% | %o I %o %o lo % 


13.11 0014 | 0,19 oo. | 022 | oo 0,21 
16, I. 0,015 0,18 0,016 | 020 | 0,019 0,20 
19, IL. 0,013 =: 0,18 0,019 | O17 | 0,021 0,19 
20. IT. 0016 | O17 0,019 | O18. | 0,022 0,18 

- ,,;Wahrend der Aminostickstoffgehalt der Kontrolle um 0,1 g herunter- 
ging, fiel er bei Leucin- und Phenylalaninzusatz um 0,12 g¢ bzw. 0,06 g. 
Die Zunahme des Ammoniakstickstoffs betrug bei der Kontrolle 0,01 g, 
bei Zusatz von Leucin 0,015 g, von Phenylalanin 0,016 g.* 


Versuch 8. 








Extrakt 500 com 500 ccm Extrakt 2,5g Leucin 





Ammoniak-N } Amino-N AmmoniaksN Amino-N 
% % % % 
0,006 0,34 | 0,006 0,40 
0,007 0,33 0,009 0,40 
0,009 0,33 | 0,014 0,36 
0,009 0,32 | 0,014 0,35 


Versuch 9. 








Extrakt 200 ccm 200 com Extrakt 1g I-Leucin 





Ammoniak-N Anion Ammonisk-N } errr a 
Ol, 0 Oy 0 


0,000 0,000 0,37 
0,001 0,001 0,38 
0,003 0,004 0,36 
0,004 0,005 031 
0,004 0,005 0,30 


30* 
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Wie bei Versuch 7 sinkt der Aminostickstoffgehalt bei Leucinzusatz 
starker als bei der Kontrolle. Die Zunahme des Ammoniakstickstoffs ist 
nur geringfiigig (0,04 g und 0,01 g). Zusammenfassend ist zu sagen: Eine 
glatte Desamidierung der Aminosauren ist nicht erkennbar. Wahrend dic 
Aminostickstoffmenge abnimmt; steigen die Ammoniakstickstoffzahlen 
nur wenig an. 


Isolierung des Maltosazons. 


Versuch 10. Am 12. Mai 1920 werden 250 com Extrakt von dem Leucin. 
ansatz — Versuch 5 — entnommen, mit 750 cem Wasser versetzt und unter 
standigem Umriihren 150 cem Liquor ferri dialysati hinzugefiigt. Nach dem 
Absetzen des Niederschlages wird filtriert und das Filtrat mit heiB gesattigter 
Bleiacetatlésung genau gefallt. Der Niederschlag I wird sorgfaltig gewaschen 
und gesammelt. Das letzte Filtrat wird nun mit Bleiessig genau gefiallt 
und Niederschlag II wie I behandelt. Das Restfiltrat wird schlieBlich mit 
ammoniakalischem Bleiessig versetzt, bis im Filtrat keine Reduktion mehr 
nachweisbar ist. 

Niederschlag I wird mit wenig Wasser aufgenommen, 6 Stunden lang 
mit SH, zerlegt, filtriert und der iiberschiissige SH, durch Luft verdrangt. 

Das wasserklare Filtrat gibt: 

« + 5’, keine Reduktion, 
Kjeldahl-N = 0,68%; 0,69%. Biuretprobe negativ. 

Niederschlag II wie I behandelt. 

Das Filtrat gibt: 

« + 19° = 0,57% Trbz., 10 Fehling: 35,6 = 0,14 % Trbz. 


Hydrolyseversuch. 

25 cern dieses Filtrats werden mit so viel 25proz. HCl versetzt, daB die 
gesamte Lisung (etwa 2,2%) salzsauer ist. Nach zweistiindigem Erhitzen 
im kochenden Wasserbade am RiickfluSkiihler wird die Drehung und das 
Reduktionsvermégen bestimmt: 

«+ 7' = 0,19% Trbz., 10 Fehling: 30,0 = 0,17 % Trbz. 

Daraus ergibt sich, daB eine Biose vorhanden war, die durch die Hydro- 
lyse in Monose gespalten wurde. 

Der Rest des obigen Filtrats, etwa 60 ccm, werden mit der berechneten 
Menge Phenylhydrazin und 50proz. Essigsiure versetzt und 14% Stunden 
im kochenden Wasserbade erhitzt.. Wahrend des Kochens bleibt die Fliissig- 
keit klar. Beim Erkalten scheiden sich Osazonkristalle ab, die mikroskopisch 
das Bild von zu Sternen geordneten Prismen zeigen. Der Niederschlag 
wird abfiltriert, mit wenig Wasser aufgenommen, bis 60° erwirmt, wieder 
filtriert, umkristallisiert und getrocknet. 0,04 g drehen im 1-dm-Rohr im 
Pyridinalkohol « + 16’, umgerechnet auf 0,2 g « + 1°20’. Nach Neubery 
dreht Maltosazon « + 1° 30’. Schmelzpunkt 200°. 

Niederschlag III wie I behandelt. Das Filtrat gibt: 

«@ + 1°39’ = 3,2% Trbz., 10 Fehling: 4,9 = 1,02 % Trbz., 
nicht weiter verarbeitet, da durch ein Versehen verloren gegangen. 

Versuch 11. Es werden 600 ccm Driisenmazerationssaft und 3 g 1-Leucin 
zum Versuch angesetzt. Der Zusatz von Leucin geschieht in der Weise, 
daB das Leucin vorher in 120 cem 0,5proz. Natriumbicarbonatlésung gelést 
wird. Bis auf einen geringen Riickstand lést sich alles. Vom 14. Oktober 
bis 21. Oktober 1920 wird dieser Extrakt im Brutofen der Wirkung seiner 
Fermente iiberlassen. Am 21. Oktober 1920 wird unterbrochen.. Ent- 
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eiweiBung mit 1800 cem H,O und 360cem Liquor ferri dialysati. Diese 
Mischung wird 24 Stunden an einen kiihlen Ort gestellt und dann filtriert. 
Das Filtrat wurde der gleichen fraktionierten Fallung unterworfen wie bei 
Versuch 10. 
Niederschlag I mit SH, zerlegt, das Filtrat zeigt: 
« + 2°15’ = 4,3% Trbz. (Verd. 1:4), 10 Fehling: 7,6 = 2,7 % Trbz., 
nicht weiter behandelt. 
Niederschlag II. Filtratmenge, etwa 100 ccm, gibt « + 6’ = 0,19% 
Trbz. Reduktion nach J. Bang, Mikrobestimmung = 0,12 % Trbz. 
Filtrat gegen Lackmus sauer, wird auf Osazone verarbeitet. Osazon- 
niederschlag in wenig Wasser aufgenommen, bis 60° erwirmt, und bei dieser 
Temperatur filtriert. Die aus diesem Filtrat in der Kalte auskristallisierende 
Substanz wird wiederholt aus Alkohol und Wasser umkristallisiert. Schmelz- 
punkt 202°. 
Der Riickstand der Osazone wird umkristallisiert. Schmelzpunkt 204°. 
Mikroskopisch reine Nadeln. 
Niederschlag III in iiblicher Weise behandelt. Filtrat: 
@ + 1°37’ = 3% Trbz. (Verd. 1:6), 10 Fehling: 11,9 = 2,5% Trbz., 
gegen Lackmus sauer. 


Hydrolyseversuch. 

25 cem des Filtrats werden mit so viel 25proz. HCl versetzt, daB die 
Lésung etwa 2,2 % salzsauer ist. 2 Stunden im kochenden Wasserbade am 
RiickfluBkiihler erhitzt. Nachher Drehung und Reduktion bestimmt: 

« + 1925’ = 2.85% Trbz., 10 Fehling: 8,9 = 2,81 % Trbz. 

Der Rest obigen Filtrats, etwa 150 ccm, mit Bariumcarbonat geschiittelt, 
bis die Reaktion neutral ist. Dann wird im Vakuum vorsichtig bis zum 
Sirup eingeengt. Temperatur des Wasserbades 35°C. Das Destillat zeigt 
kein Reduktionsvermégen. Sirup mit Alkohol versetzt, Fliissigkeit triibt 
sich, filtriert. Nochmals mit Alkohol ausgelaugt und filtriert. Nach er- 
neutem Einengen im Vakuum wird der Rest — Gewicht 2g — auf Osazone 
verarbeitet. 

Die mit wenig Wasser versetzten Osazone werden fraktioniert ausgelaugt 
bis 60° und von 60 bis 100°. 

I. Ungeléstes Osazon, umkristallisiert. 

Schmelzpunkt 199°. 

0,075 g drehen im 1-dm-Rohr in Pyridinalkohol « — 33’, umgerechnet 
auf 0,2 g = « — 1° 28’, 

Nach Newberg dreht Glucosazon « — 1° 30’. 

Mikroskopisch: Nadeln. 


II. Fraktion bis 60°, umkristallisiert. 

Schmelzpunkt 200°. 

0,08 g drehen im 1-dm-Rohr in Pyridinalkohol « + 36’, umgerechnet 
auf 0,.2g = « + 1°30’. ‘ 

Nach Neuberg dreht Maltosazon «+ 1° 30’. 

Mikroskopisch: Prismen. 

0,0075 g Substanz mit Zinkstaub reduziert, Mikrokjeldahl, banden 
3,44 com n/50 SO,H, = 0,8256 mg N. 

Gefunden = 11,1% N. 

Berechnet fiir Maltosazon = 10,85% N. 

Ill. Fraktion von 60 bis 100°, nur geringe Mengen. 
Schmelzpunkt 202°. 








460 E. Hesse: Bildung des Milchzuckers in der Milchdriise. 
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Harnstoff als EiweiBersatz beim Wiederkauer. 
Von 
F. Honecamp und E. Schneller. 


(Aus der agrikulturchemischen Abteilung der landwirtschaftlichen 
Versuchsstation Rostock in Mecklenburg.) 


(Eingegangen am 12. April 1923.) 


Die Frage, ob der Harnstoff als EiweiBquelle bei der Ernahrung 
der Wiederkiuer Verwendung finden kann, ist zuerst von W. Vdéliz') 
experimentell behandelt und bejaht worden. Die mit einem aus- 
gewachsenen Hammel und mit drei Lammern ausgefihrten Unter- 
suchungen fihrten iibereinstimmend zu dem Ergebnis, daB der Harn- 
stoff geeignet ist, die Rolle des NahrungseiweiBes im Stoffwechsel 
der Wiederkiuer zu itibernehmen. Zu weniger giinstigen Resultaten 
kam dagegen A. Morgen?), welcher die bei seinen Versuchen beobachtete 
teilweise geringere Verwertung des Harnstoffs mit der Individualitat 
und auch mit dem Alter der einzelnen Tiere zu erkliren versucht. 
Demgegeniiber fielen die Versuche von A. Scheunert*) vollkommen 
negativ aus. Denn in mit Stoffwechsel- und Respirationsversuchen 
verbundenen Fiitterungsversuchen an drei ausgewachsenen und einem 
Hammel, dessen Wachstum noch nicht abgeschlossen war, gelang es 
nicht, Harnstoff als EiweiSquelle zu erweisen. Die positiven N-Bilanzen, 
die bei Harnstoffverfiitterung regelmaBig auftraten, beruhen nach 
Scheunert nicht auf N-Retentionen, sondern sollen dadurch vorgetauscht 
werden, daB der in den Ausscheidungen fehlende N durch die Haut 
ausgeschieden wird. Diese bestehenden Unstimmigkeiten veranlaBten 
uns gleichfalls, experimentelle Untersuchungen iiber die Verwertung 
des Harnstoffs als EiweiBersatz einzuleiten und gleichzeitig auch mit 
der Wirkung von Casein unter denselben Verhiltnissen zu vergleichen. 
Die Versuche wurden mit zwei etwa 13/, Jahre alten Hammeln der 
Rambouilletrasse ausgefiihrt. Auf ahnliche Untersuchungen mit noch 
wachsenden Wiederkiuern werden wir spater zuriickkommen. 


1) Diese Zeitschr. 102, 151, 1920. 
2) Die landwirtschaftlichen Versuchsstationen 99, 1, 1921. 
%) Diese Zeitschr. 138, 137, 1922. 











F. Honcamp u. E. Schneller: 


I. Versuchsreihe. 

Es wurden gleichmaBig waihrend des ganzen Versuchs pro Kopf und 
Tag 400g Wiesenheu = 326,9g Trockensubstanz und 200 g Haferstroh, 
entsprechend 165,5g Trockensubstanz, verfiittert, auBerdem ein Salz. 
gemisch, bestehend aus 5,0g NaCl, 5,0g CaCO;, 2,5 g Ca,(PO,), und 
10g K,S0O,. Da das Wiesenheu nur von geringer Giite war, so konnte 
von, vornherein, angenommen werden, da8 mit diesem Futter der Stickstoff- 
bedarf der Tiere nicht gedeckt werden wiirde. Dieser also nur aus Rauhfutter 
bestehenden Ration wurden in einer Periode pro Tag und Versuchstier 
10,5 g Harnstoff (46,52%N), und zwar zu jeder Mahizeit 3,5 g, und 
in einer anderen Periode eine dem Stickstoffgehalt nach gleiche Menge 
Casein (12,44% N) zugesetzt. Letzteres war als Abfallprodukt in einer 
Fleischfabrik gewonnen worden. In gleicher Weise wurde in zwei weiteren 
Perioden, verfahren, in welchen jedoch neben den sich aus Wiesenheu und 
Haferstroh zusammensetzenden Grundfutter pro Kopf und Tag noch 60 g 
Maisschrot und 90 g Kartoffelstiirkemehl als hochverdauliche kohlehydrat- 
reiche Futterstoffe zugefiittert wurden. 

Die Zusammensetzung der Futtermittel war, berechnet auf Trocken- 
substanz, folgende: 





| ine | Nefreie | Rohfett Reinasch 
Oxges. | Robe’ | Rater’ | Rioakt: | Cather | Roblesee (Con, CO.» 
} Substanz | protein | eiweif stoffe | extrakt) frei 


~ TE SES.” i eet Oe 


. || 89,30 | 11,71 | 10,88 | 46,04 | 2,28 | 29,27 | 10,70 
Haferstroh. . | 94,75 2,80 2,70 | 47,62 | 2,09 | 42,24 | 5,25 
Maisschrot . . | 98,28 | 10,33 | 9,89 | 80,83 | 5,00 | 2,22 | 1,72 
Starkemehl . | 99,77 0,55 | 0,565%)} 99,22; -— | — | 0,23 
Casein. . . . || 95,05 | 77,75 | 72,19 | 11,58 | 5,72 | — | 4,95 

















Der Gehalt der verschiedenen Futterstoffe an Gesamt- und EiweiS- 
stickstoff betrug in Prozenten der Trockensubstanz: 











| Wiesenheu | | ‘Haferstro | Maisscbrot |s Stirkemehl | - Casein ac Harnstof 


perresiecseeiemaeenieeins == 


Gesamt-N . | 
EiweiB-N...| 1,74 | 0,43 


Der Stickstoffumsatz sollte bei Verfiitterung von Harnstoff und Casein 
zunachst zu einer an Eiwei8 und leicht léslichen Kohlehydraten armen 
Futterration (Wiesenheu und Haferstroh) festgestellt werden. 

1. Periode. Nachdem die Versuchstiere vollkommen an die Versuchs- 
einrichtung gewohnt und langere Zeit das aus Wiesenheu, Haferstroh und 
dem Salzgemisch bestehende Futter stets restlos verzehrt hatten, wurde 
zunachst mit der Untersuchung des Harnes begonnen, um festzustellen, 
ob beziiglich der Stickstoffausscheidungen eine GleichmaBigkeit erreicht 
worden war. Die taglichen Harn- und Stickstoffmengen betrugen in dieser 
Vorperiode: 





3 yes = 3 i 
| 045 ee 165 | 0,09 or 1244 46,52 
P18 fo | BP 


| | 


1) Dieser Wert ist zu hoch, doch wurde in Hinsicht auf den sehr geringen 
Gehalt der Kartoffelstarke tiberhaupt von einer Bestimmung des EiweiS- 
stickstoffs Abstand genommen, zumal die Ermittlung desselben bei so ge- 
ringen Mengen in diesen fast ausschlieBlich aus Starkemehl bestehenden 
Produkten immer etwas unsichere Zahlen ergibt. 
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Am $1. _ 
1. 

Piet: v. 
5 eS 
es 


” 


1922. . 


Harngewicht 


490,5 
506,2 
491,2 
513,5 
564,5 


‘Haromel Ey he ue 


Stickstoff. 


menge 
& 


3,722 
3,918 
3,871 
3,834 
4,055 


Hammel 3200 


Harngewicht 
= 


781,3 
981,8 
983,3 
907,9 
960,2 


Stickstoff. 


menge 
. 


4,413 
3,906 
4,095 
3,772 
3,808 


In den nunmehr folgenden 10 Tagen wurde auBer dem Harn auch der 


Kot quantitativ gesammelt. 


schiedenen, Harn- und Stickstoffmengen waren Nersagrt 


Am 5. 
; 6. V 


“f 1922 . 


587,5 
604,8 
592,0 
614,7 
628,1 


3,782 
3,951 
3,722 
4,081 
4,094 


919,5 
998,5 
870,3 
870,7 
759,3 


Die in dieser eigentlichen Periode ausge- 


3,925 
4,212 
4,081 
4,211 
4,238 


Harnverluste 
589,3 3,912 
578,2 4,042 
488,5 3,847 
523,2 | 3,808 
5206,3 | 35,239 $291,3 

578,5 8,915 $29,1 


Von den tiaglichen Kotausscheidungen wurden aliquote Mengen zur 
Vorbereitung fiir die Analyse in der iiblichen Weise vorgetrocknet. Da jedoch 
beim Trocknen des Kotes, und zwar auch bei niederen Temperaturen, sehr 
leicht Stickstoffverluste eintreten kénnen, so wurden von der taglichen Kot- 
ausscheidung entsprechende Mengen mit Chloroform konserviert und dann 
in diesem frischen Mischkot der zehntaigigen Periode der Gehalt sowohl an 
Gesamt- wie auch an EiweifSstickstoff ermittelt. 

Die Angaben iiber Stalltemperatur und Kotausscheidungen dieser 
Periode sind in der nachstehenden Tabelle enthalten. 


517,0 
826,7 
859,8 
825,4 
844,1 


4,173 
4,042 
4,108 
4,225 
4,121 


41,336 
4,134 





Ausgeschieden insgesamt . 
o pro Tag . 





Hammel 31 





Hammel 32 


| 
| Conant, ~ 


, | menge d. 4 
Kot trockens Kot: Kot trockens | 
frisch | 


~~ ‘substanz trockens | substanz | trockens 
| substanz } substanz 


3 TE SE oe Es. eS ee 


I | ; 
537,0 | 45,46 244,1 | 384,2 | 52,29 | 200,9 
506,5 45,71  231,5 536,3 48,72 | 261,3 
481,5 47,08 226,7  400,7 51,46 | 206,2 
504,4 | 47,70 240,6 505.4 51,14 | 258,5 
450,5 | 47,50 214,0 508,7 | 50,32 | 256,0 
491,5 | 46,10 | 226,6 | 482,2 | 50,35  242,8 
513,2 | 45,03 231,1) 464,1 ) 51,19 237,6 
495.2 46,38 | 229,7  500,3 | 49,13 245,8 
13,5 513,6 40,24 206,7 | 482,0 44,17 | 212,9 
13,5 525,2 | 47,79 251,0) 478,6 51,69 247,4 


14,9 | 501,9 | 45,87 | 280,2 | 474,3 | 49,95 | 286,9 


| Gesamts 
menge d. 
Kot- 


| Kots 


Stall- 
temperatur, 
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Die Fazes enthielten in der wasserfreien Substanz: 





Organ. [ Rohs ” Nefreie | Robfett Rohs | __ Reinasche 
Substanz “uE Extraktstoffe (Atherextrakt) faser Cs u. COo - frei 
— ly Sanousenmuniames — Bare. ——— = ba. = I. 10 


r 


0/ 0 


uns & 

chen 

| 44,40 2,89 28,81 | 
| 4465 | 267 | 30,16| 


13,83 


Hammel 31. .|| 86,17 | 10,0 
1 13,43 


7 
» 82. .| 8657 | 919 


In der Trockensubstanz des frischen Mischkotes waren enthalten: 

Hammel 31: 1,801% Gesamt-N = 4,145g und 1,729% Eiweil-N 
= 3,980 g durchschnittlich pro Tag. 

Hammel 32: 1,565% Gesamt-N = 3,707 g und 1,565% Eiweif-N 
= 3,707 g durchschnittlich pro Tag. 

Da der bei otwa 70° C getrocknete Kot von Hammel 31 1,611 und 
Hammel 32 1,470% Stickstoff in der Trockensubstanz enthielt, so ergibt 
sich infolge des Pecolnmee ein, Stickstoffverlust von 0,190 bzw. 0,095 °,. 
Das Trocknen des Kotes bei etwa 70 bis 75°C hat also tatsichlich geringe 
Stickstoffverluste zur Folge gehabt. Wir haben daher in dieser Periode wie 
auch in allen folgenden den Stickstoffbilanzen immer die im frischen Mischkot 
ermittelten Werte zugrunde gelegt. 


Die Verdaulichkeit des Grundfutters berechnet sich in der nachstehend 
angegebenen Weise: 

















pee | Nees | Ratio | 
Organ. | Rohs Rein: | Extrakt- | (Ather- Roh 
| Substanz | protein | eiweif} | stoffe | extrakt)  faser 


Pos te es hee eee a 








Hammel 31. 

Verzehrt: | | 
400 g Wiesenheu = 326 9g) 

Trockensubstanz . . | 291,9 (383 (356 1505 7,6 | 95,7 
200 g Haferstroh = 165 5g) 

Trockensubstanz .... | 1568 46 45 78,8 | 3,5 | 69,9 

Gesamtverzehr .| 448,7 | 42,9 (40,1 | 2203 11,0 | 1656 

Im Kot 230,2g Trocken- | | | | 





25,91) 24.91) 1022 67 | 663 
Verdaut .. . .|| 2503 [17,0 |152 | 127,1 | 43 | 993 


Hammel 32. 
Gesamtverzehr w. Hammel 31 || 448,7 bet | 40,1 | 229,3 | 11,0 | 165,6 





Im Kot 236,9¢g Trocken- | | 
| 205.1 23,21)\23,2 | 105,7 | 64 | 714 


Verdaut . .. .|| 2436 |19,7 |169 | 1236 | 49 942 





Hiermit haben wir zunichst fiir die Aufstellung der Stickstoff- 
bilanz, die hier in erster Linie interessiert, die erforderlichen Grund- 


1) Berechnet unter Zugrundelegung der im frischen Kote ermittelten 
Stickstoffwerte. 
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lagen gewonnen. . Es wurden in dieser Periode an Stickstoff taglich 
eingefihrt bzw. ausgeschieden: 








Hammel 31 | Hammel 32 
s nessa 


Einnahmen: 
326,9 g Wiesenheutrockensubstanz 6,113 6,113 
165,5 g Haferstrohtrockensubstanz 0,745 | 0,745 


Summe der Emnahmen .... 6,858 6,858 


4146 | 3,707 
3015 | 4,134 


8,061 7,841 


In den Einnahmen mehr (+) oder weniger (—) 
als in den Ausgaben — 0,983 


Die beiden Versuchshammel befanden sich also bei dem in dieser Periode 
verabfolgten Futter nicht im Stickstoffgleichgewicht, sondern muBten 
vielmehr von ihrer K6rpersubstanz zusetzen, 


2. Periode. Es wurde das gleiche Futter verabfolgt wie in der vorher- 
gehenden Periode und auBerdem pro Kopf und Tag 10,5 g Harnstoff ent- 
sprechend 4,872 g Stickstoff. Der Harnstoff wurde sogleich in ganzer Menge 
vom ersten Tage an zugelegt und von beiden Versuchstieren von Anfang an 
ohne weiteres aufgenommen. 

Um festzustellen, wie sich die Harnstoffbeifiitterung beziiglich der 
Stickstoffausscheidung im Harn und Kot duBerte, wurden wahrend der 
zehntigigen, Ubergangsfiitterung die im Harn und Kot taglich ausge- 
schiedenen Stickstoffmengen bestimmt, im Kot auch der Gehalt an EiweiB- 
stoff ermittelt. Die hierbei gefundenen Werte sind in der nachstehenden 
Tabelle enthalten: 





Ys Kot 


| 
m 


| i i 
|| Trocken- | Gesamt- | EiweiB- ! Stickstoff- Harn 
|| Substanze | 0, Menge | NeMenge || menge | ausges 
menge i | schieden 


Us eR Re SL ee ee 





Hammel 31. 
207,1| 3,598 | 3,620 | | 6,077 || 9,675 

230,6 | 3,900; 3,849) 6 | 7,329 11,229 

205,7| 3,592} 3,592 | 7,857) 11,449 

225,0| 3,884| 3,884 | 8,020 11,904 

241,3| 3,741 | 3,640 8,205 11,946 

251,3| 4,339| 4,222 3| 8,277) 12,616 

245,1 | 4,336 | 4,219 8,320 12,656 

257,8 4,750| 4,560 | 7,824) 12,574 

. | 193,6| 3,757| 3,494 8,541 | 12,298 

wee. V. . | 203,7) 3,830} 3,696 | 8,759 12,589 


Ausgeschieden insgesamt | 2261,2 | 39,727 | 38,776 | 7218,2 | 79,209 || 118,936 
if proTag | 226,1| 3,973| 3,878 721,8| 7,921 11,894 

















F. Honcamp u. E. Schneller: 





Ham | An G 


ren ae ee AS ed RRC MCR samt-N 
| | im Kot u. 
Trocken- | Gesamt. | Eiweif- Stickstoff+| Harn 
jounesins- menge | NsMenge Menge menge || ausge- 
mange . H schiedcn 


PSR Cees Was ee OM Gs ee Rien Ga 
Hammel 32. 


250,2 | 4,039| 3,604|| 922,3; 7,107)| 11,476 
246,0 4,059 3,691)! 1175,0| 8,307) 12,366 
223,9| 3,560/ 3,370) 955,2) 8,418) 11,978 
254,0; 4,295, 3,805) 922,1; 8,541) 12,836 
214,4 | 3,586 | 3,397 | 1016,5| 8 346 | 11,932 
216,23, 496! 3,127) 988,3| 8,423. | 11,919 
244,1| 3,628| 3,378| 937,4| 8,477|) 12,105 
247,9 3,698 | 3,538) 1033,6| 8,837) 12,535 
239,2.| 3,837) 3, 782 | 1112,0| 8,606 | 12,443 
230,0 | 4,065 | 3, 749 | 1094,0) 8,528) 12,593 


Ausgeschieden insgesamt || "2365, 9 38, 263 | 35, 451 | /10192, 4 83, 590 { 122, 183 
% proTag | 286,6| 8,826 8,545 1019,2| 8,359 12,215 
Uberblickt man die in dieser Vorperiode fir die Stickstoffaus- 
scheidungen ermittelten Zahlen, so erkennt man, daB bei Hammel 3! 
vom dritten, bei Hammel 32 aber sogar schon vom zweiten Tage an 
GleichmaBigkeit des Stickstoffumsatzes vorhanden war. Da die mit 
den Fazes ausgeschiedenen Mengen an Gesamt- und an EiweiBstickstoff 
nur ganz unwesentlich von den in der vorhergehenden Periode ohne 
Harnstoffiitterung ausgefiihrten Mengen abweichen, auch das Ver- 
haltnis von Gesamtstickstoff zu EiweiBstickstoff fast das gleiche ist, 
so kann angenommen werden, daf der Stickstoff des Harnstoffs, soweit 
er nicht etwa im Kérper retiniert wird, ausschlieBlich durch die Nieren 
zur Ausscheidung gelangt. 


Vom 11. Tage an wurde mit der eigentlichen Versuchsperiode begonnen, 
die sich wiederum auf zehn Tage erstreckte. Harngewicht und Stickstoff- 
menge waren wiahrend dieser eigentlichen Hauptperiode folgende: 




















Hammel 31 Hammel 32 








I 


Harngewicht Stickstoff. Stickstoff- 


menge menge 
aes 8 g Me. B — = A — me eae 


675,0 8,685 1061,0 | 8,476 
858,0 g.476 | Harnverluste 
721,3 7,260 | 1054,0 8,568 
670,7 6,960 | 1105,0 8,464 
719,8 7,788 1271,0 8,880 
822,4 | 17,928 | 1308,4 8,854 
959,0 | 8,920 | 1126,0 8,652 
1054,0 | 8,698 | 989,0 8,659 
769,7 | 8,333 | 1188,0 8,737 
722,8 7,720 1170,4 8,906 


Ausgeschieden insgesamt . || 7972,7 | 80,768 | 10272,8 | 78,196 
3 pro Tag . | 797,8 8,077 | 1027.8 | 8.688 


|| Harngewicht 
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Am SchluB dieser Periode, nachdem der Harnstoff den Tieren 
entzogen worden war, wurde noch an weiteren 10 Tagen der Stickstoff- 
gehalt des Harns sowie derjenige an Gesamt- und Eiweifstickstoff 
im Kote ermittelt. Beziiglich der hierfiir gefundenen Werte ist auf 
die nachstehende Tabelle zu verweisen. 








Kot ff ix 4 ‘Vee ; l An Ges 
$5038 mitre ——|| samtsN 





| im Kot u. 
Trocken- | Gesamt- | Eiweif- |Stickstoff. — . 
apcornanes N-Menge N-Menge | Menge | menge || ausge- 

— 7 | | || schieden 


ke S08 ae tha Nba inf BG em Mee ak 





Hammel 31. 


. VI. 1922 . . .|| 233,2! 3,822! 3,680! 693,5! 6,181 || 10,003 
. VI. . . «| 232,9, 3,671/ 3,608] 592,2) 4,629) 8,300 ° 
. VI. . . «| 241,83) 3,490) 3,382] 633,0 4,016! 7,506 
. VI. . . .| 242,2| 3,937) 3,772] 628,56 3,716! 7,653 
. VI. . . «| 230,3| 3,673! 3,697 636,5| 3,690] 7,363 
. VI. . . | 245,1 4,061 3,986) 576,5| 3,690) 7,751 
. VI. . . «| 2180) 3,015) 2,979] 614,4| 3,745] 6,760 
. VI. . . | 234,3/ 3,859| 3,683|) 604,0) 3,753 | 7,612 


Ausgeschieden insgesamt | 1877.3 | 29,528 | 28,787 | 4978,6 33,42 62,938 
ss proTag | 284,6) 8,691| 3,598) 622,8 4,178 7,869 


Hammel 32. 


. VI. 1922 . . .|| 247,2| 3,969| 3,845| 758,6| 6,233 | 10,202 
. VI. . . «| 224,0) 3,395! 3,463/ 820,0| 3,964| 7,359 
257,4 3,655 3,594 891,0) 4,200) 7,945 
252.2 3,973) 3,866) 952,0) 4,316) 8,289 
232,4 3,436 3,455) 763,5| 4,016) 7,452 
227,6| 3,484 3,474) 740,4 | 4,019 7,503 
225,9 3,240 3,204) 829,4) 3,999 7,239 
202,2 3,314 3,116) 674,0, 4,027, 7,341 


Ausgeschieden insgesamt | 1868,9 | 28,466 | 28,017 | 6428,9 | 34,864 | 63,330 
re pro Tag 238,6 | 8,558 3,502 808,6 4,858 7,916 


Die wihrend der Nachperiode im Harn ausgeschiedenen Stickstoff- 
mengen zeigen, daB nach der Entziehung des Harnstoffs bei beiden 
Versuchstieren der Gehalt an Harnstickstoff sehr schnell sank und 
schon vom dritten Tage an auf eine alsdann nahezu gleichbleibende 
Hohe gelangte. 
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Uber die wihrend der eigentlichen Versuchsperiode ausgeschiedene), Ei 
Kotmengen gibt die siguats Tabelle Auskunft: fiir der 





' Hammel 31° Aes oe Hammel 32 


A 
| Gesaants Hy es | Gesamt: 


Kot+ | menge d.| Kot Kot+ | menge d. 


trockens| Kote | frisch trockens Kot: 

substanz trocken: | . substanz | trocken 326,90 | 
| substanz | Substanz ped 

165,50 | 


— ‘lo : Pa ae at B = mI | : 8 10,45 


Am 25. V. 1922. ..| 22,2 | 46, 94 236,5 | 476,4 | 49,18 | 234.3 
26. V. .. | 23,0 4 47,47 | 217,5 | 470,7 | 48,20 | 226.9 
27, V. .. 1 22,8 | 46,07 | 258,9 | 481,0 | 48,71 | 2343 
28. V. .. | 20,3 | 45,14  223,0  457,6 | 49,08 | 224.6 
29. V. .. | 19,6 43,38 | 224,4 | 481,4 | 49,77 | 239.6 
30. V. ape be 44,93 255,7 550,6 | 48,96 | 269.6 
31. . . | 20,0 | 45,04 156,1 | 571,3 | 49,62 | 283.5 
‘S aees | 47,14 | 214,3 | 497,3 | 49,75 | 247.4 
2. VI. . . he 19,2 | | 45,89 | 234.4 497,7 | 49,87 | 248.2 
SVE SY eet | 45,84 | 220.5  461,4 | 49,44 | 2281 


. Im Mittel. . | 20,3 || 489,7 | 45,76 | 224,1 || 494,5 | 49,28 | 243,7 H 
Die Seepncheeanen Fiazes ee in der Wiidkchbliaibobeady gewich 


Stall 
temperatur 


— 
ry 
2 

















i ps Rohs Nefre reie. | Ro hfett | Rohs Reinesche noch. f 
|| Substanz protein | Extraktstoffe | (Atherextrakt) | faser | Ce u.C Oosfrei Das gl 


On eee By | ey der Fs 


Hammel 31. .| 86,13 10,31| 44,33 2,93 28,56| 13,87 von H 
» $2. .| 86,56 | 1026| 44,06 2.79 29,45| 13,44 hei die 


An Gesamt- und EiweiBstickstoff waren im frischen Mischkot, berechnet tativ \ 
auf wasserfreie Substanz, enthalten: D 
Hammel 31: 1,662% Gesamt-N = 3,726g und 1,615% EiweiB-N Sticks 
= 3,619 g durchschnittlich pro Tag. 
Hammel 32: 1,610% Gesamt-N = 3,924g und 1,566% EHiweiB-N sowohl 
= 3,816 g durchschnittlich pro Tag. der Hi 
Demgema8 berechnen sich fiir die einzelhen Nahrstoffe folgende Ver- stoffbi 
dauungswerte: 














Einnal 
| | mnt 
Organ. | Robs | Reine | Nefreie | Robfett | Roh, der H 


Substanz | protein eiweifs —— ues faser worde! 


g has eae Shwe “Ts aussch 


Hammel 31. bietet 


Gesamtverzehrw. inPeriode1 || 448,7 | 42,9 | 40,1 | 2293 | 110 | 165,6 lichen 
Im Kot 224,lg Trocken- | 
substanz | 1980 | 2339| 226%) 99,3 | 66 | 640 


Verdaut . . .|| 255,7 |196 [17,5 | 1300 | 44 | 1016 
Hammel 32. 
Gesamtverzehr w. in Periode 1 || 448,7 | 42,9 it 229.3 | 11,0 | 165,6 
Im Kot 243,7¢ Trooken. | 
210,9 | 24,51) 23,81)| 1073 6,7 | 71,7 
; 7 237,8 |184,/163 | 1220 | 43 | 93,9 



































1) Berechnet aus dem Stickstoffgehalt des frischen Mischkotes. 
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Eine Gegeniiberstellung der Stickstoffeinnahmen und -ausgaben ergibt 
fir den Stickstoffumsatz folgende Rechnung: 





Hammel 31 Hammel 32 
g g 


Einnahmen: | 

326,90 g Wiesenheutrockensubstanz 6,113 
165,50g Haferstrohtrockensubstanz .... . 0,745 
10,45 ¢ Harnstofftrockensubstanz i tae ; 4,851 


Summe der Einnahmen ... . 11,709 


Im Kot 3,924 
8,688 


12,612 


In den Einnahmen mehr (+ ) oder weniger (—) 
als in den Ausgaben — 0,930 


Hiernach hatte sich Hammel 31 annihernd im Stickstoffgleich® 
gewicht befunden, wahrend Hammel 32 auch trotz der Harnstoffiitterung 
noch. fast 1g Stickstoff von seiner Kérpersubstanz zugesetzt hatte. 
Das gleiche war bei Hammel 32 schon in der vorhergehenden Periode 
der Fall, in welcher das gleiche Grundfutter, aber ohne Zufiitterung 
von Harnstoff verabfolgt wurde. Es wiirde dies also bedeuten, daB 
bei diesem Versuchstiere der zugefiitterte Harnstoff so gut wie quanti- 
tativ wieder zur Ausscheidung gelangt ist. 

Da nun bei dem vorliegenden Versuche auch diejenigen Mengen 
Stickstoff bestimmt wurden, welche, aus dem Harnstoff stammend, 
sowohl wihrend der Ubergangsfiitterung als auch nach Beendigung 
der Harnstoffiitterung in den Harn iibergingen, so laBt sich eine Stick- 
stoffbilanz noch in der Weise aufstellen, daB man die Summe simtlicher 
EKinnahmen und Ausgaben einander gegeniiberstellt, die vom Beginn 
der Harnstoffzufuhr an bis zu dem Zeitpunkt analytisch festgestellt 
worden sind, an welchem wiederum GleichmiaBigkeit der Stickstoff- 
ausscheidung im Harn beobachtet wurde. Eine derartige Berechnung 
bietet in gewisser Hinsicht eine Kontrolle der schon berechneten tig- 
lichen Stickstoffbilanz. 





Hammel 31 Hammel 32 
8 — = - = 8 


Einnahmen: 

Vom 15. Mai bis 6. Juni, an 23 Tagen im 
Wiesenheu und Haferstroh 23 x 6,858 g N 157,734 157,734 

Vom 15. Mai bis 3. Juni, an 20 Tagen 209,0¢ 
Harnstoff mit 46,57 % N a ee 97,331 — 


97,331 
Summe der Einnahmen .... 255,065 | 255,065 
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} Hammel 31 Hammel 3. 
i] 


[ES Sees Soe apes 








~ Ausgaben: 
Vom 15. Mai bis 6. Juni im Kot insgesamt . 87,970 | 88,622 
» Won os Oe yp OR 186007 


Summe der Ausgaben | 262,773 | 273,479 

Abgabe vom K6rper insgesamt . | 7,705 18,411 

pro Tag . | 0,335 0,801 
Demnach ergibt also auch diese Berechnung, daB die Versuchsticre 
bei einem nur aus Rauhfutter bestehenden Grundfutter sich den Stick. 
stoff des Harnstoffs. nicht voll zunutze machen konnten. Wie schon 
angedeutet, scheint bei dem hier verabfolgten Futter, bestehend aus 
Wiesenheu und Haferstroh, der Harnstoff zum weitaus gréBten Teil 
ohne weiteres wieder im Harn zur Ausscheidung gelangt zu sein, was 
aus folgender Uberlegung hervorgehen diirfte. Es wurden durchschnitt- 
lich wihrend der eigentlichen Versuchsperiode pro Tag im Harn an 
Stickstoff ausgeschieden : 





|| Hammel 31 Hgmmel 32 
| 8 — —— — 8 


Bei einer taglichen Zufuhr von 6,858gN im 
Grundfutter + 4,851 g N im Harnstoff . | 8,077 8,688 
Bei einer taglichen Zufuhr von 6,858g im 
Grundfutter allein 3,915 4,134 


Folglich bei Harnstoffzufuhr mehr 4,162 4,554 





Unter der Voraussetzung nun, da in der. Harnstoffperiode dic 
gleiche, aus dem Grundfutter herrihrende Stickstoffmenge wie in 
der 1. Periode durch den Harn zur Ausscheidung gelangt sei, miiBten 


von Hammel 31 0,689g und von Hammel 32 0,297 g Stickstoff des f 
Harnstoffs retiniert worden sein. Es ist nicht ausgeschlossen, dai P 
diese geringen, vielleicht vom Harnstoff herrithrenden Stickstoffmengen fF) 
tatsichlich im tierischen Organismus Verwendung gefunden haben. f 
Auch W. Véltz) konnte bei seinen Untersuchungen feststellen, dai f 
die Cellulose gleichfalls, wenn auch nur in einem gewissen Umfange, als F 
Ersatz fiir leicht lésliche und hochverdauliche Kohlehydrate dienen kann. F 
wenn schon dieselbe auch als Baustein fiir die Synthese des Harnstoff: 
zu Bakterieneiwei8 keineswegs als vollwertig angesehen werden dar! f 

_ Wie wir schon dargelegt haben, konnte sich der Versuchshammel 3! F 
in der 2. Periode mit Harnstoffiitterung nahezu in das Stickstoff- FF 
gleichgewicht setzen, wihrend Hammel 32 fast die gleiche Stickstoff. F 
menge von der Kérpersubstanz zuschieBen muBte, wie in der 1. Periode F 
ohne Harnstoffitterung. Vielleicht, da8 im ersteren Falle eine besser F 


1) Diese Zeitschr. 102, 197, 1920. 
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Ausnutzung des aus Wiesenheu und Haferstroh bestehenden Grund- 
futters durch die Harnstoffbeifiitterung stattgefunden hat. Es ist dies 
in der Tat auch ah der. Fall, denn es wurden von Hammel 31 taglich verdaut: 





: . | Nefreie | Rohfett o 
| Sein: | Roh Rein | Extrakes | (Athere Roh 
Substanz | protein | eiweiB | ‘stoffe | extrakt) | faser 


. Periode ohne Harnstoff 255,7g/17,0g 152g 127,1g| 43g | 993¢g 
a eet 250,3¢/196¢/)17,5g| 1300g¢) 44¢ |1016¢ 

Die Unterschiede sind zwar nicht sehr erheblich, sie sind jedoch 
in allen Nahrstoffgruppen vorhanden. 

Da die Verhiltnisse bei Hammel 32 mehr oder weniger um- 
gekehrt lagen und dieses Tier den im Harnstoff zugefiihrten Stickstoff 
fast quantitativ im Harn wieder ausgeschieden hatte, so entschlossen 
wir uns, den gleichen Versuch mit Hammel 31 noch einmal zu wieder- 
holen. Harn- und Kotausscheidungen sowie die hierin enthaltenen 
Stickstoffmengen waren folgende: 





Kot Harn An Ge: 
aOR Veet 10 ci sees <i aS. aaah — 
Trocken- | Gesamt- | Eiweif. 'Stickstoff- ag | ee “sf 
| ‘oor NsMenge | N-Menge Menge | menge ausge- 
| || schieden 
aan rahe ea Ee ni ieee g 
Chee ROO sae 212,4 y 3,454 673,1 3,923 7,449 
a5 Oe ie ia 228,6 3,433 626,0 | - 4,227 7,779 
. IX. Fee 215,8 | 3,365 || 1224,0 | 8,616 || 12,122 
. TX. aaa 259,6 | 4,323 578,0 | 7,246 11,682 
ig 6.3 7a 234,2 | 3,973 728,0| 7,298) 11,349 
EX. Ce Gai 268,1 | 5,166 735,7 8,643 | 13,778 
eo ai 252,3 | 5,105 879,7 8,608 | 13,835 
a. 223,5 4,661 | 863,5 8,339) 13,189 


T cochistien indeed 1894,4 | 34,283 | 33, 480 6308,0 56,900 || 91,183 
9 pro Tag 236,8 | 5} 7,118 11,398 


aad He OU Ot Hm Hm 09 09 69 
SANK AANWD 





Kot Seay Harn 


Kote 

| trockens 

| substanz | trocken: | 
substanz | 


ee ie : a Se ea 


42,88 | 245,9 | 7,497 

7x. ete es | 44,19 | 234,2 7,435 
%° 4 Bist | 46,26 | 230,0 6,850 
| 42,97 | 217,1'| | 7,515 

46,06 218,8 | | 8,597 

46,02  217,2 | | 8,584 

49,74 219,77) 5,150 

| 49,87 | 226,7) | 8,059 

| 49,07 .210,4 | | 7,808 

53,94 | 255,2 8,685 


il chsdadien ions | aoe | — | 2975,2 | $703,4 | 76,180 
pro Tag | 16,4 5.1 | 46,90 227,5 870,38 7,618 


Biochemische Zeitschrift Band 138. 3] 


Stall- 
temperatur 


Harn: Stickstoff- 
menge menge 
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In der sich hieran anschlieBenden Nachperiode, in welcher kein Harnsto/{ 
mehr zugefiittert wurde, gestalteten sich die Stickstoffausscheidungen ir) 
Harn und Kot folgendermafSen: 





Kot Harn An Ge 

l —— samt>N 

vrock j | os . a im Kot u 
Trockens | Gesamt- | Eiweif- Stickstoff- Harn 
substanz: | | Menge 2m 
menge | N*Menge | NsMenge menge ausge 

schieden 


Ue see” Vk ay eee ee g ii _¢ 


220,0| 3,537] 3$,447/| 823,8) 5,620) 9,157 


a. . . . of 217,38] 4,333) 4,209] 757,1) 3,733)! 8,066 
10. X. . . . 4 245,0) 4,645; 4,472] 763,56; 3,591) 8,236 
je .. . .|| 236,383) 3,410] 3,286) 595.6; 3,655) 7,065 
12. X. ... « «| 265,0; 3,981) 3,471) 768,2; 3,621) 7,602 
13. X. .. .. || 248,9) 3,622) 3,559) 881,0! 3,572) 7,194 
14. X. ... . | 228,6) 4,548) 4,486) 1038,9 4,104 8,652 V 
15. X. - + + «| 246,9| 4,767| 4,586 | 674,4 3,992 8,759 


Ausgeschieden insgesamt | "1908,0 32,843 31,516 | 6302,5 | 31,888 64,731 Versa 


a proTag | 2885, 4,105 3,940 787,8 8,986 8,091 minus 
» Versu 


Die prozentische Zusammensetzung des Darmkotes war in der Trocken namli 
substanz folgende: sagen 


Organische Substanz. ...... . . 86,29 haben 
Rohprotein .. . bie Ee ecw 5 Se E §6 sich a 
N-freie Extraktstoffe/ pee eth pe nig tq enc ee . der I 
Rohfett (Atherextrakt) ........ 2,93 : 
REC R eS YO ear aura manatanrars dieses 
Reinasche, C- und CO,-frei. . . . . . 13,71 verfii 
An Stickstoff enthielt auf wasserfreier Substanz berechnet der frische ae 


Mischkot: 
Gesamt-N..... . . 1,772% 4,031 g | des 8 

EiweiB-N .. . . . . . 1,760% 3,981 g sich 

' annin 

Mit Hilfe aller hier wiedergegebenen Daten berechnet sich dann die ausge 
Verdaulichkeit des verzehrten Futters in der nachstehend angegebenen | gleich 
Weise: hea 1 








apa "a pro " 


| Robfett folgui 
\Extrakt-| (Athers taglic 
| stoffe | extrakt) 8 

also 1 


retini 


= = — = se dee 09 
Futterverzehr wie in Periode 1 . | 448,7 42,9 40,1 | 229.3, 11,0 | 165.6 | = 
An Kottrockensubstanz ausge- Wiest 
schieden 227,5g.... .%. . 196,3 | (95,21) 24,9") 98,5 6,7 | 65,0 schie! 


Verdaut .... . | 2524/17,7 |152 | 1308! 43 1006 unter 
one einer 
1) Berechnet aus den Stickstoffzahlen des frischen Kotes. Stick 


Organische | 
Substanz 





% Robfaser 


\va 


~ - 





* Rohprotein 
ReineiweiB 





| 
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Fiir die Stickstoffbildung ergibt sich dann folgende Berechnung: 


Einnahmen: 


326,90 g Wiesenheutrockensubstanz enthalten 6,113 g 
165,50 g Haferstrohtrockensubstanz <3 0,745 g 
10,45 g Harnstofftrockensubstanz m 4,851 ¢ 


Summe der Einnahmen .. . 11,709¢g } 


Ausgaben: 


WR OG ac. thibeeren er ae eS 
WG RO ii he ee aie tel Ce 


Summe der Ausgaben . . 11,649 g N 


11,649 g } 


In den Einnahmen mehr (+) oder weniger 
(—) alsin den Ausgaben. ....... .+0,060g¢ N 


Wir kommen also zu dem gleichen Resultat wie bei dem ersten 
Versuch, in welchem bei diesem Versuchstiere ein tagliches Stickstoff- 
minus von 0,094g N vorhanden war, wahrend in der vorliegenden 
Versuchsreihe ein ganz geringer Stickstoffansatz stattgefunden hat, 
nimlich 0,060 g N. Die Unterschiede sind so gering, daB man wohl 
sagen kann, die beiden mit Hammel 31 ausgefiihrten Versuchsreihen 
haben absolut zu dem gleichen Ergebnis gefiihrt. Hammel 31 konnte 
sich also trotz der nur aus Rauhfutter bestehenden Grundration infolge 
der Harnstoffbeifiitterung ins Stickstoffgleichgewicht setzen. Wenn 
dieses bei dem anderen Versuchstiere nicht der Fall war, dasselbe den 
verfiitterten Harnstoff vielmehr fast quantitativ im Harn wieder aus- 
schied, so mag hier die Individualitaét des einzelnen Tieres nicht ohne 
Einflu8 sein. Daf aber bei Hammel 31 tatsiachlich eine Verwertung 
des Stickstoffs vom Harnstoff stattgefunden haben mu8, hierfiir laBt 
sich auch noch auf andere Weise der Beweis erbringen, sofern man 
annimmt, daB in der Periode mit Harnstoffzufiitterung die im Harn 
ausgeschiedene und vom Grundfutter herriihrende Stickstoffmenge die 
gleiche ist wie in demjenigen Versuchsabschnitt, in welchem nur Wiesen- 
heu und Haferstroh verfiittert wurde. Es wurden durchschnittlich 
pro Tag bei Harnstoffiitterung 7,618 g N ausgeschieden, bei Verab- 
folgung des reinen Grundfutters dagegen nur 3,915g N. Von den 
taglich durch die Harnstoffverfiitterung zugefiihrten 4,851 g N wurden 
also nur 3,703 g N wieder ausgeschieden. Demnach muBten 1,148 g N 
retiniert worden sein. Das ist aber fast genau die gleiche Stickstoff- 
menge, welche das Versuchstier in der ersten Periode bei der reinen 
Wiesenheu-Haferstrohfiitterung tiaglich von der Korpersubstanz zu- 
schieBen muBte, namlich 1,203 g N. Es kafin hiernach keinem Zweifel 
unterliegen, daB zum mindesten bei diesem Versuchstiere selbst bei 
einer Verabfolgung von nur aus Rauhfutter bestehenden Ration der 
Stickstoff des Harnstoffs eiweiBersetzend bzw. eiweiBersparend gewirkt 

31* 
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haben muB. Ob dies vielleicht auf indirektem Wege geschehen ist, 
indem die Zufiitterung von Harnstoff eine bessere Auflésung der Rauh- 
futterstoffe und hierdurch bedingt eine bessere Ausnutzung der im 
Heu und Stroh enthaltenen Proteinstoffe bedingt hat, soll hier zunichs: 
nicht weiter erértert werden. 

Im allgemeinen wird man also aus den bisherigen Untersuchungen 
folgern kénnen, daB die Cellulose als Baustein fiir die Synthese des 
Harnstoffs zu Bakterieneiwei8 hierzu unter gewissen Umstinden be- 
fahigt sein mag, daB ihr aber eine Vollwertigkeit im Sinne von reinen 
Kohlehydraten unter keinen Umstiinden zukommen diirfte. 


Die giinstige Wirkung, welche die stickstoffhaltigen Verbindungen 
nichteiweiBartiger Natur und demgem&B auch der Harnstoff auf den 
Stickstoffansatz bei Wiederkaéuern ausiiben kénnen, soll jedoch im 
allgemeinen zur Voraussetzung haben, daB das verabreichte Futter 
reich an leicht léslichen und hochverdaulichen Kohlehydraten ist. Es 
erschien daher notwendig, die Frage des Stickstoffumsatzes bei Harn- 
stoffiitterung auch unter diesem Gesichtspunkt weiter zu verfolgen. 

3. Periode. In diesem Versuchsabschnitt sollten die Hammel neben 
dem bisherigen Grundfutter noch kohlehydratreiche Futterstoffe zugelegt 
erhalten. Da reine Kartoffelstarke und Rohzucker ungern aufgenommen 
wurden, so wahlten wir ein Gemisch von 60 g Maisschrot und 90 g Kartoffel- 
stirkemehl. Im iibrigen wurde wie in den vorhergehenden Perioden ver- 
fahren. Nach einer mehrwéchigen vorbereitenden Fiitterung wurden 
Harn und Kot quantitativ gesammelt. Die Untersuchungen des Harns 
ergab folgende Zahlen: 











| Hammel 31 1| Hammel 32 


Stickstoft- 
menge Harnmenge menge 


y tet ete eres aa Ue? eae meee 


|| Harnmenge | Stickstoff- 
we We ss 556,0 | 2,386 764,0 2,999 
. Vil .... | 5902 | 2,623 | 803,9 3,064 
. VIL. cost fo 2,774 || 731,0 2,921 
VU. Peapee, ee 2,684 | 782,0 2,562 
10. VIL. ee 2,869 || 756,2 | 2,882 
LL. VIL. ive. eae 2,998 733,8 2,835 
12. VII. | 620,1 3,028 | 752,9 2,895 
13. VIL. 1 
14. VIL. aa 
| 

| 


| 


| 621,4 2,862 | 579,5 2,900 


| 528,0 2,655 | 588,0 2,662 
| 666,8 3,002 641,0 2,749 





15. VII. 





| 


Ausgeschieden insgesamt . | 5567,0 | 27,781 | 7132,3 | 28,472 


‘i proTag. . | 556,7 2,778 718.2 2,847 
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Uber die Kotausscheidungen gibt die nachfolgende Zusammenstellung 


Auskunft: 





3. VII. 1922. . 


- Vee 
aes 
. VIL. 
. VI. 
Spies 
VER 
3. VII. 
oY de 
. VIL. 


Im Mittel . 


Kot 
frisch 


Stall 
temperatur 


855,9 
788,4 
874,4 

807,8 
| 758,4 


Hammel 31 


Kot: 


| trockens | 


| substanz 


0 lo 


| 35,97 
| 34,87 
39,76 
41,66 
40,72 
37,58 
30,46 
32,39 
27,12 
35,64 
| 35,17 


Gesamt- 
menge d. 
Kot- 
trocken- 
substanz 
g 
277,8 
287,8 
301,9 
249,8 
255,1 
253,6 
260,7 
255,4 
237,1 
287,9 


266,7 


Kot 
frisch 


g 
600,6 
562,1 
563,0 


491,1 | 


546,0 
571,8 
585,4 
§23,2 
545,6 
646,4 
563,5 


Hammel 32 


Kots 
trocken- 
substanz 


OF 


51,30 
45,44 
46,75 


46,90 


46,24 | 


45,29 
47,08 
45,38 
43,91 


46,65 


Der frische Mischkot enthielt in der Trockensubstanz: 


Hammel 31: 


1,772% Gesamt-N = 


= 4,643 g durchschnittlich pro Tag. 


Hammel 32: 


1,800 % Gesamt-N = 


= 4,622 g durchschnittlich pro Tag. 
Die verdauten Nahrstoffmengen waren in dieser Periode folgende: 


48,63 | 


Gesamt: 
menge d. 
Kot: 
trocken: 
substanz 


& 
308,1 
255,4 
263,2 
238,8 
256,1 
264,4 
265,1 
246,3 
247,6 
283,8 
262,9 


4,726 g und 1,741 % EiweiB-N 


4,732 g und 1,758 % EiweiB-N 





| 


| 
N-freie | Rohfett 


|Extrakt-| (Ather: 
| stoffe | extrakt) 


Organische 
Substanz 
Rohfaser 


~ ~ 


we Rohprotein 
vw 


|% Reineiweif 


| 0 


Grundfutter (Wiesenheu u. Hafer- 
stroh wie in Periodel). .. . 
60g Maisschrot = 51,9 g Trocken- 


| 229.3 | 165,6 
| 
| 42.0 


448,7 | 42,9 11,0 
| 


| 54 26] 12 
90 g Kartoffelstarkemehl = 79,5¢ 


; _Trockensubstanz 


793 04 | 04 a 
166,8 


Gesamtverzehr. . . ‘||579,0 | 48,7. ‘| 45,6 
Hammel 31 scheidet aus: 266,7¢ | 
Kottrockensubstanz 


Verlust ing.... 
0/ 


13,6 





118 | 81,3 
18 85,5 
13,2, 51,3 
13,6 | 166,8 


232.4 29,51)| 29,01) 108,7 
346,6 19.2 (16,6 | 241.5 | 
RR. aaa 59,9| 39,4) 36,4 69,0) 
Hammel 32 verz. wie Hammel 31 | 579,0 | 48,7 45,6 350.2 
»  82scheidet aus: 262,9¢ | 
Kottrockensubstanz +. || 2295 
Verdaut ing... . | 349.2 

| ee i 

60,1 





229.8 | 29,61) 28,91) | 112,7 
19,1 | 16,7 | 237,5 | 
39,2, 36,6 67,8) 
398 365 684 


10,7 | 
2,9 
21,3 

178 


762 

90,6 
54,3 

52.8 





Im Mittel beider Tiere 


1) Unter Zugrundelegung der im frischen Kot ermittelten Werte. 
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Die Fazes enthielten in der Trockensubstanz: 





| Nefreie Rohfett Reinasch 
Rohprotein | Extrakts (Athers Robfaser Cs und 
| stoffe extrakt) C Osstre 


Organische 
Substanz 


| 
| 

%o RES De %o %p "lo 
| 


Hammel 31 . 87,13 11,44 40,76 4,44 30,49 12,87 
Hammel 32 . 87,41 11,50 | 42,89 4.05 28,97 12,59 


! i 


Der Umsatz an Stickstoff in dieser Periode ergibt sich nun aus folgender 
Rechnung: 





‘ Trockensubstanzmenge Stickstoffmenge 
Einnahmen 


2 g 
400g Wiesenheu ......... 326,9 
200g Haferstroh........ | 165,5 

60g Maisschrot........ 51,9 

90 g Kartoffelstirkemeh! grein: 79,5 


Summe der Einnahmen . 623.8 








Ausgaben Hammel 31 | Hammel 32 


Im Kot . bit sae Se meh teens 4,726¢ N 4,732g N 
p TM Oe Uae 5 ee 2,778 g N 2,847 g N 
Summe der canons a ts 7,5 504g N oe 1,579 g N 
In den Einnahmen mehr (+) oder 
weniger (—) als in den Ausgaben — 0282 ¢ — 0,207 g 


Also auch in dieser Periode vermochten sich die beiden Versuchstiere 
nicht vollkommen in das Stickstoffgleichgewicht zu setzen, sondern muBten 
wiederum noch geringe Stickstoffmengen von ihrer Kérpersubstanz zusetzen. 


4. Periode. In diesem Versuchsabschnitt wurde das gleiche Futter wie 
in der vorhergehenden Periode verabfolgt, aber pro Kopf und Tag 10,5 ¢ 
Harnstoff zugelegt. Letzterer wurde zusammen mit den Maisschrot- 
Kartoffelstarkemehlgemisch immer tiglich in drei abgewogenen Portionen 
zu jeder Mahlzeit verabfolgt. Wie in der 2. Periode, so wurden auch in diesem 
Versuch die taglichen Stickstoffausscheidungen im Harn und Kot wahrend 
der zehntagigen Ubergangsfiitterung bestimmt, ebenso wie diejenigen 
Stickstoffmengen, welche, aus dem Harnstoff stammend, noch nach Be- 
endigung des eigentlichen Versuchsabschnittes in den Harn bzw. in den Kot 
iibergingen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wihrend der Vor- 
fiitterung sind in der nachstehenden Tabelle enthalten: 





tant temé toed feed 


na an aA RH 
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Am 16. 

es yA 
18. 
19. 
20. 
21. 
22. 
23. 


” 


Datum 


VII. 
VIL. 
VIL. 
Vil. 
VII. 
VIL. 
VII. 
VIL. 


1922 . 


Trocken- 
substanz- 


menge 


& 


Kot 


Gesamt- 
N-Menge 


~ 


Eiweif- 
N-Menge 


B 


Hammel 31. 


251,8 
246,7 
234,1 
238,6 
250,5 
244,0 
224,5 
310,3 


4,502 
4,751 
4,233 
4,605 
4,592 
4,699 
4,131 
3,829 


Ausgeschieden insgesamt 2000,5 | 35,342 


°° 


i. VIT. 


: Vee, 
pow LL. 
. VEE. 
. VIL. 
WEL. 


» VIL. 
. EE, 


Ausgeschieden insgesamt | 2039,9 36,258 


9 


pro Tag . 


1922 . 


pro Tag . 


250,1 


4,418 


4,449 
4,554 
4,263 
4,545 
4,569 
4,699 
3,900 
3,240 
34,219 
4,277 


Hammel 32. 


247,6 
264,5 
240,4 
271,3 
257,2 
263,1 
258,9 
236,9 


255,0 


4,677 
4,991 
4,354 


4,532 


4,558 
4,793 
4,296 
4,794 
4,550 
4,633 
4,287 
3,471 
35,382 
4,423 


Harn 


Menge 


690,2 
730,0 
709,4 
739,0 


505,4 | 


444,0 


547,0 | 


464,0 


4829,0 
603,6 


650,4 
734,0 
631,2 
824,1 
738,0 
825,0 
745,2 
657,0 
5805,1 
725,6 


Stickstoff 


menge 


- 


4,506 
5,174 
6,514 
6,704 
6,704 
5,991 
6,112 
6,213 
47,918 
5,990 


4,120 
5,093 
6,337 
7,327 
6,481 
6,301 
6,458 
6,540 


48,657 
6,082 


An Ge: 
samts«N 
im Kot u. 
* Harn 
ausge- 
schieden 


~ 


9,008 

9,925 
10,747 
11,309 
11,296 
10,690 
10,243 
10,042 
83,260 
10,408 


8,797 
10,084 
10,691 
12,107 
11,252 
11,026 
10,722 
10,233 
84,912 
10,614 


In der eigentlichen Versuchsperiode waren Harnmengen sowie die in 


denselben enthaltenen Stickstoffmengen folgende: 





iI 


1 


Hammel 31 


Harnmenge 


. VIL. 1922 . 


5. VII. 


9 


VEE: 
. VEL. 
. VI. 
. VII. 
. VIL. 
; VEE: 
; VERS, 
. VIII. 
Ausgeschieden insgesamt . 
pro Tag. 


g 
572,0 
553,1 
531,4 
548,2 
582,7 
549,8 
633,1 
601.6 
620,9 
598,9 


5791,7 
579,2 


Stickstoff- 


menge 
g 
6,000 
6,217 
6,841 
6,887 
6,789 
6,706 
6,942 
6,775 
6,017 
6,252 
65,423 
6,542 


Hammel 


||. Harnmenge 


g 
635.6 
753,0 
885.3 
843,8 
890,2 

1020.6 
866,1 
878,0 
864,6 
760.0 

8397,2 
839.7 


32 


Stickstoff- 


menge 
+4 
6,671 
6,645 
6,955 
6,841 
7,416 
6,824 
6,601 
6,532 
7,129 
6,661 
68,275 
6.828 


In einer nur mit Hammel 32 durchgefiihrten Nachperiode, in welcher 
die Stickstoffausscheidung der vorhergegangenen Hauptperiode mit Harn- 
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stoffiitterung nunmehr auch nach Weglassung der letzteren noch weite: 
verfolgt wurde, ergaben sich fiir die Stickstoffausscheidungen im Harn 
und Kot folgende Zahlen: 





Kot Harn An Ges 


samtsN 


Trocken: | a ‘ im Kot u. 
subsumes | stenge NeMenge | MEME menge?_ausee 
menge |" . " . schieden 
5 | 8 _8 g ~ 
as 08 gS > 272,0| 4,140) 3,911 642,4 4,316 
» Vind . . |} 257,9} 4,413] 4,518] 630,0| 3,793 
5. VIII. eres 263,7 5,079 | 4,728)| 616,6 | 3,244 | 
§. VIII. . . . |} 216,5; 3,979] 3,975) 556,6| 2,773 
. VIII. ee 257,5 4,382) 4,339) 616,3 3,070, 
. VITI. aoetive 270,0 4,914 4,736 567,3 3,244 | 
9. VIIL —. . . | 265,6 4,858 | 4,669| 721,0| 2,939 | 
Ausgeschieden insgesamt 1803,2 31,765 | 30,696 4350,2 | 23,379 | 55, 
+ proTag. 257,6) 4,588 4,885) 621,5| 3,340 


Beziiglich der Kotausscheidungen wiahrend des eigentlichen Versuchs- 
abschnittes dieser Periode ist auf die folgende Zusammenstellung zu ver- 
weisen: 





Hammel 31 Hammel 32 


| 


Coiints| Guisms- 
Kot Kot- | menge d. Kot | Kot- | menge d. 
trockens | Kot: hak 1 trockens| Kot: 


substanz | trocken- | substanz | trocken- 
substanz | substanz 


ck WE Os, Tico Ge ae Gee OREO). Tale oe 

798,1 | 33,07.| 263,9 | 543,8 | 44,72 | 243,2 
| 879,6 | 27,07 | 238,1  545,8 | 46,99 | 256,5 
| 850,9 | 31,12 | 264,8 | 591,2 46,28 | 273,6 





| frisch 


Stall- 
temperatur 


> 
QO 


Am 24. VII. 1922. 
25. VII. ; 
26. VII. 
27. VIL. 
28. VII. 
29. VII. 
30. VII. 


. 


. 


| 878,9 | 27,07 | 237,9 | 563,6 | 46,33 | 261.1 
637,6 | 30,51 | 194,5 |) 540,8 | 48,24  260,9 
| 918,6 | 27,07 | 248,7| 551,4 | 47,62 | 262,6 
| 735,2 | 28,65 | 210,6 | 545,0 | 47,27 | 257,6 
31. VIL. 742,6 | 29,07 | 215,9 | 622,0 | 44,21 | 275,0 
VEE? cx. 755,7 | 29,87 | 225,7 | 633,0 | 43,57 | 275,8 
2.VIII. . | 19,0 | 688,2 | 42,85 293,1 | 574,4 | 35,87 | 148,6 


Im Mittel. . || 18,1 || 788,5 | 30,35 | 289,8 | 571,1 | 44,02 | 251,4 





— 
- 


@S-Is31Q0-+1-100 
Aawwwoocnoe 


— 
@ 





Der Stickstoffgehalt des frischen Mischkotes betrug auf Trocken- 
substanz berechnet: 

Hammel 31: 1,796% Gesamt-N = 4,298g und 1,743% EiweiB-N 
= 4,171 g durchschnitlitch pro Tag. 

Hammel 32: 1,567% Gesamt-N = 3,934g und 1,502% EiweiB-N 
= 3,776 g durchschnittlich pro Tag. 





Gesamt 
Hamm«¢ 
Kott 


Hamme 


Kott 


Di 
schiede 
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Die Verdaulichkeit des verabfolgten Futters berechnet sich wie folgt: 





Gesamtverzehr wie in Periode 3 

Hammel 31 scheidet aus: 239,3 g 
Kottrockensubstanz 

Verdaut ing... . 

” : ” °/o Be ete 

Hammel 32 verz. wie Hammel 31 

‘ 32 scheidet aus. 251,4g 
Kottrockensubstanz 


Verdaut ing. ... 
0 


Im Mittel beider Tiere 


| 218,4 | 24,61) 23.6%) 107,3 | 83 


Nsfreie Rohfett 
Extrakt-| (Ather- 
stoffe extrakt) 


Organische 
Substanz 
Robprotein 
Reineiweif 


Robfaser 


ve 


~ 8 
350,2 | 13,6 


css 
vw 


579,0 48,7 | 45,6 166,8 


26,91) | 26,12) | 103,8 | 
370.4 |218 (195 | 2464 
64,0| 448\ 428 704 
579,0 | 48,7° | 45,6 | 350,2 


7,6 

6,0 
441 

13,6 


72,1 
94,7 
56,8 
166,8 


208,6 


77,0 
53 | 898 
39,0) 53,8 
416 | 558 


22,0 
48,2 
45,5 


242.9 
69,4 
69,9 


360,6 | 24,1 
62,3 49,2 
63,2 | 47,0 


Die prozentische Zusammensetzung der in dieser Periode ausge- 
schiedenen, Fazes war folgende (in der Trockensubstanz): 





| Organ. | Rohs 


| % | 


Hammel 31. . 


» 82. .|| 8688 | 10,23 


Nefreie 
| Substanz protein | Extraktstoffe 


a = | 
87,17 | 10,54 43,36 
4267 | 


Rohfett Rohs |  Reinasche 
(Atherextrakt) | faser | Cu. Coostrei 


ae DE Ses % 


3,16 | 30,11 1283 
333 | 3065 13,12 


Die Versuchstiere hatten wihrend dieser Periode tiaglich im Futter 


aufgenommen : 
im Wiesenheu . 
Haferstroh . 
Maisschrot . 
Starkemehl . 
Harnstoff 


Zusammen. 


6,113 g Stickstoff 


9°? 


. 12,637 g Stickstoff 


Stellt man diesen Zahlen die Ausgaben an Stickstoff gegenitiber, so 
ergibt sich fiir den Umsatz und Ansatz an Stickstoff: 


Hammel 31 


Einnahmen 
Ausgaben: 
im Kot. . 
im Harn . 


. 4,298 g 
‘ 6,542 g 


Angesetzt: + 1,797 g N 


10,840 g 


Hammel 32 
12,637 g 


im Kot . 
im Harn 


. 3,934 ¢ | 
. . 6,828 g | 


10,762 g 
+ 1,875gN 





Es kann hiernach also gar kein Zweifel dariiber bestehen, dap der 
Harnstoff bei eiweiBarmer, aber kohlehydratreicher Nahrung beim Wieder- 


kiiuer den EiweiBansatz befordert. 


1) Berechnet auf Grund der im frischen Mischkot gefundenen Stickstoff- 


werte. 
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Um nun die Wirkung des Harnstoffs auf den Stickstoffansatz auch noch 
in anderer Weise zum Ausdruck bringen zu kénnen, haben wir die Einnahmen 
und Ausgaben wihrend des Zeitraumes von Beginn der Harnstoffiitterung 
an bis zur vollstandigen Ausscheidung des in dieser Form zugefiihrten Stic. 
stoffs zusammengestellt. Diese Untersuchungen sind jedoch, wie oben schon 
erwahnt, nur mit dem Versuchshammel 32 zur Durchfiihrung gelangt, 
da hierfiir das ausgewogene Futter nur fiir ein Versuchstier zulangte. Wie 
aus der Nachperiode hervorgeht, mu8 angenommen werden, daB bereits 
4 Tage nach Aufhéren der Harnstoffverfiitterung sich wieder Stickstoff- 
gleichgewicht eingestellt hat, so da8 sich unter Zurechnung von 4 Tagen der 
Nachperiode folgende Aufstellung ergeben wiirde: 

Vom 16. Juli bis 2. August 1922: 

Grundfutter + Harnstoff mit 12,687g N.. 227,466g¢ N 

Vom 3. bis 6. August 1922: 

Grundfutter ohne Harnstoff mit 7,786g N.. 31,144g N 


Summe der Einnahmen. . 258,610 g N 


Vom 16. Juli bis 6. August 1922: 
im Kote. . . 83,209g N 
» Harn. . . 131,063 g N 


Summe der Ausgaben. ; 214 272g N ae 214,272 g N 


Demnach angesetat in 22 Tagen 44,338 g } N 
proTag.. 2017¢g N 





Also auch auf diese Weise berechnet, ergibt sich ein fast ganz gleicher 
Stickstoffansatz, als wenn man nur die Stickstoffeinnahmen und -ausgaben 
wahrend der eigentlichen zehntigigen Versuchsperiode zugrunde legt. 

Wenn man ferner die in Periode 3 und 4 vom Futter verdauten 
Nahrstoffmengen beriicksichtigt, so ergibt sich weiterhin, daB die Bei- 
fiitterung von Harnstoff auch die Verdaulichkeit des Gesamtfutters giinstig 
beeinfluBt hat. Im Durchschnitt der in ihren Ergebnissen nahe iiberein- 
stimmenden Versuche waren tiaglich verdaut worden: 





Rohprotein | 


N-freie | Rohfett 
Extrakt- (Ather: | 
stoffe | extrakt)| 


| 
_j 


} 


Reineiwei8 


Organische 
Substanz | 
Rohfaser 


| 
| 
} 
oY 


te See eee o idl iil 45 a OES FR es Pe g 
3. Periods -| 347,9 19,11 166 23951 2,3| 880 
4. Periode 365,5 23,0 20,8 2447! 67! 923 
Also bei “enone ne mehr | | 

(+) oder weniger (—) . . . . |+-17,6) 489/442 +62)+84/+ 43 


Es mu8 daher angenommen werden, da® in der 3. Periode durch die 
Zufiitterung des kohlehydratreichen, aber proteinarmen Maisschrot- 
Kartoffelstarkemehlgemisches eine Verdauungsdepression eingetreten ist, 
wie sie ja in solchen Fallen immer erfahrungsgemi8 beobachtet wird, und 
daB dann diese Depression durch die Beifiitterung von Harnstoff wieder 
aufgehoben wurde. Hierfiir spricht auch der Umstand, da8 in der 3. Periode 
im Kot unverdaute Starke nachgewiesen werden konnte, was in der 
4. Periode nicht der Fall war. Wie iibrigens die obige Berechnung zeigt, 
erstreckt sich der giinstige Einflu8 der Harnstoffzufiitterung nicht etwa nur 





auf die 
stoffe. 
stoff di 
quelle 
gesteig 
stattge 
U 
absehn 
ob der 
er wie 
Aussch 
bisher 


1. Peri 
: ” 
” 
” 


Es 
Harnst 
Verme 
Period 
tieres | 


Al 
Wieser 
wurde, 
ernahr 
stickst 
welche 
zugele; 
eine n 
Harns' 
verabf 
treten, 
Dageg 
auch 1 
starke: 
zweife 
bestan 
wie si 
Verab: 
gleichs 


5. 


wie in 
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auf die Kohlehydrate, sondern ausnahmslos auch auf alle anderen Niahr- 
stoffe. Eine Tatsache, die in der Weise zu erkliren ist, da8 mit dem Harn- 
stoff den Mikroorganismen des Verdauungskanals eine geeignete Stickstoff- 
quelle zugefiihrt wurde und infolgedessen eine erhebliche Vermehrung und 
gesteigerte Tatigkeit der gesamten Bakterienflora des Magen-Darmkanals 
stattgefunden hat. 


Uberblickt man noch die in den bisher erwaihnten vier Versuchs- 
abschnitten abgesonderten Harnvolumen, so gewinnt es den Anschein, als 
ob der zugefiitterte Harnistoff dann eine diuretische Wirkung ausiibt, wenn 
er wie in der zweiten Periode zum gréBten Teile direkt im Harn wieder zur 
Ausscheidung gelangt. So ergeben sich als tagliche Mittelwerte fiir die vier 
bisher beschriebenen Versuchsperioden folgende Zahlen: 

Hammel 31 Hammel 32 


|. Peviode (Heu-+ Stroh). .............. S785g 820,lg 
te (, +  , +Harnstoff) 797,3g 1027,3¢g 
3 


: ee ae + Maisschrot-Stirkemehl) i 556,7g 713,2¢g 
4. a ST epi oe: oe + Harnstoff) 579,2¢ 839,7¢g 


Es ist also in der zweiten Periode, in welcher neben Heu und Stroh 
Harnstoff verfiittert wurde, bei beiden Versuchstieren eine nicht unerhebliche 
Vermehrung des Harnvolumens eingetreten, waihrend in den drei iibrigen 
Perioden die ausgeschiedenen Harnmengen innerhalb eines jeden Versuchs- 
tieres eine ziemliche Konstanz zeigen. 


Aus der 1. Periode, in welcher nur ein zu zwei Dritteln aus geringem 
Wiesenheu und zu einem Drittel aus Haferstroh bestehendes Futter verabfolgt 
wurde, geht hervor, daB hier in bezug auf die Stickstoffzufuhr eine Unter- 
ernahrung stattgefunden hatte, denn beide Versuchstiere muSten von ihrer 
stickstoffhaltigen K6érpersubstanz zuschieBen. Auch in der 2. Periode, in 
welcher dem obigen Grundfutter noch Stickstoff in Form von Harnstoff 
zugelegt wurde, war, wenigstens bei dem einen Versuchstier, immer noch 
eine negative Stickstoffbilanz vorhanden. tin Beweis also dafiir, daf 
Harnstoff, in Gemeinschaft mit vorwiegend cellulosehaltigen Futterstoffen 
verabfolgt, nicht immer imstande ist, an Stelle des NahrungseiweiBes zu 
treten, bzw. da dies nur in ganz beschranktem Umfange médglich ist. 
Dagegen geht aus der 4. Periode, in welcher neben Heu, Stroh und Harnstoff 
auch noch kohlehydratreiche Futterstoffe wie Maisschrot und Kartoffel- 
stirkemehl verfiittert wurden, hervor, da hier der Stickstoff des Harnstoffs 
zweifelsohne in einem gewissen Umfange fiir die Erhaltung des Korper- 
bestandes an EiweiB in Anspruch genommen wurde. Um nun festzustellen, 
wie sich unter gleichen Bedingungen der Stickstoffumsatz und -ansatz bei 
Verabfolgung von EiweiSistoffen verhalt, wurden noch zwei weitere Ver- 
gleichsperioden mit Caseinzulagen an Stelle des Harnstoffs angeschlossen. 


5. Periode. Die beiden Versuchshammel erhielten das gleiche Futter 
wie in der 1. Periode. AuBerdem pro Kopf und Tag 44,11 g Casein mit 
88,00 % = 38,82 ¢ Trockensubstanz entsprechend 4,829 g Stickstoff. Es 
wurde also mit dem Casein fast absolut die gleiche Stickstoffmenge zugefiihrt, 
wie in den Harnstoffperioden (4,851 g N). Auch in dieser Periode wurde der 
Stickstoffumsatz nicht nur wahrend der eigentlichen Versuchsfiitterung ver- 
folgt, sondern ebenfalls in der neuntigigen Ubergangsfiitterung sowie in 
einer Nachperiode, nachdem eine Beifiitterung von Casein nicht mehr 
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stattfand. Die in der Vorperiode oder Ubergangsfiitterung gewonnene), 
Zahlen finden sich in der nachstehenden Tabelle zusammengestellt. 





Kot Hem =} An 
ee ee ey j 2 N 
in oO 
Trocken: | Gesamt- _Eiweifts |Stickstoff- Ao 
substanzs Menge | Hern 
menge N-Menge | N-Menge | menge arm auss 
geschieden 


a _& = = 8 Say & = ee = L =— A. = 


Hammel 31. 


Am 16. VIII. 1922. . || 210,0| 3,547! § 939,8| 4,428 
17. VIII. . . | 216,1|} 3,850 | 863,0| 5,284 
18. VIII. . . | 208,0| 3,615/ § 828,4| 5,738 
19. VIII. . . | 288,1 | 4,293 975,6 6,013 
20. VIII. . . | 247,0| 6,017 | 683,8 | 5,598 | 
21. VIII. . . | 293,2) 5,056 | | 643,6 | 6,462 | 
22. VIII. . . | 227,9| 4,484 765,4 | 6,725 
23. VIII. . . | 278,4| 4,570 | 750,0| 7,076) 
24, VIII. . || 281,8| 4,138 | 842.4 | 7,275) 11.413 


pisudniivedimcauna 2139,5 | 38,570 | 37,427 | 7292,0 | 54,591 | 94,504 
a pro Tag .| 287,7| 4,286| 4,158 810,2| 6,066 10,500 





Hammel 32. 

Am 16. VIII. 1922 . .|| 204,5) 3,389{ 3,353)! 924,0| 4,290) 7,679 
17. VIII. . . | 225,6 3,733/ 3,658) 1118,0| 5,385} 9,118 
18. VIII. . .| 217,7) 3,680| 3,582 1596,2) 6,008 9,688 
19. VIII. . . |} 208,7| 3,521 | 3,429) 1610,2) 6,065 | 9,586 
20. VIII. . . || 228,0) 3,215| 3,165, 1450,6; 5,873 | 9,088 
21. VIII. . . | 2464) 3,589| 3,321) 1192.4) 6,047) 9,636 
22. VIII. . . 2459 4,108) 4,055) 1038,6) 6,830) 10,938 
23. VIII. . .} 281,0| 4,356| 4,159 1202.2) 6,842) 11,198 
24. VIII. 233,2 | 3,980/| 3,799 | 1092,4; 6,708 | 10,688 


Ausgeschieden insgesamt | 2041,0 | 33, shy | 32,521 | ney 6| 54,048 87,619 der n 
» pro Tag . | 226,8 | 6,005 9,735 vorbe 
absoh 











Wahrend der nun folgenden eigentlichen zehntigigen Versuchsperiode 
waren die Stickstoffausscheidungen im Harn a 








| Hammel Ss 4 
| Stickstoff. f bee 


& arti Hammel 32 





Stickstoff- 
menge 
it om 8. ——— 


. VIIL. 1922... .| 7856 | a ae “| 7199 
| 
| 


Harnmenge Harnmenge 


pees 


. VII. ... i 8962 | 6,936 1218,0 7,419 
. VIL. .... if 7850 | 6,947 | 1697,0 7,216 
. VII. pee ee ee ee ht ee et eee 
. VU. <a’ eal 2 I. Lc, Se 1475,3 | 7,193 
. VILL. Reins fe 6,842 | 1116,0 | 6,702 
. VO. a ae 6,842 | 1033,4 6,637 
x. 2. ch ae | ere 8 eee 6,530 
vee: .. +. | 9560 | 6,491 || 1150,0 6,421 


EX. ce ae 952,0 | 6,211 | 1115,0 6,059 


Ausgeschieden insgesamt . || 8721,0 | 69,077 || 12450,3 | 68,604 
. pro Tag . | 872.1 | 6,908 | 1245.0 | -6.860 
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Die in der Nachperiode ohne Caseinbeifiitterung im Kot und Harn 
gefundenen Stickstoffmengen finden sich nachstehend zusammengestellt: 





Kot Harn An Ges 
7 —— samt/N 

im Kot u. 

Trockens Gesamt- Eiweif | se Stickstoff- —" 


—— N-Menge | NsMenge enge  menge ausge- 
schieden 


a g SE te g 


Hammel 31. 
[aos A@ee oes 212,4| 3,842; 3,656/| 744,0; 6,015 
y .@ ar 221,4 4,024 3,860 727,0 5,813 
Pa rte 219,5 | 3,498} 3,376) 618,0; 3,111 
é oaks Ve cee 217,2 3,698 | 3,539)|| 626,0 3,735 
. TX. aa 229,1 3,690 | 3,565 || 547,0| 3,778 
> & EP Sr 9,1} 3,776| 3,824|| 669,0| 3,787 
io Ae ae ere Si 233, 4,080 3,978  648,0) 3,687 


Ausgeschieden insgesamt 1552,4 | 26,408 | 25,798 | 4579,0 | 29,926 
i pro Tag . 8.772 | 8,685| 654,1 4,275 


” 


owe a Boreas 


” 


Hammel 32. 
4, IX. 1922 . . .|| 232,8{| 4,023 1232,2 
5. IX. . . «|| 220,8| 3,781} 3,641 | 1181,2 
6. IX. . . .| 289,7} 3,895] 3,713] 911,2 | 
. IX. . . «| 230,9) 3,749| 3,712) 907,0| 3,676 
; . « «ft 227,81: 93,7781 3,6 826,0 3,626 
. IX. . « +f} 210,8| 3,560] 3,6 737,0| 3,322 
oes . . «|| 242,6 4,062] 3,969| 807,0| 3,971 


Ausgeschieden insgesamt | 1604,9 | 26,768 | 26,285 || 6611,6 | 29,976 
ws pro Tag . | 229,2 3,824) 3,755 944,56) 4,282 
Nach der neuntigigen Ubergangsfiitterung wurde der Kot wahrend 
der nachsten 10 Tage gesammelt und in der iiblichen Weise fiir die Analyse 
vorbereitet. Die taglichen Kotausscheidungen sowie der prozentische wie 
absolute Trockensubstanzgehalt des Kotes beider Versuchstiere waren 
wahrend dieser Zeit die nachstehenden: 
substanz substanz 


| 
ce ae ae % 8 
Am 25. VIII. 1922 584,2 | 40,38 || 503,4 | 47,36 | 238,4 
. VITL. 564,6 | 48,17 || 505,0 41,07 | 207,4 
. VILL. | 558,0 | 49,95 | || 497,0 42,76 | 212,5 
. VIII. 569,0 | 44,04 | 3 > || 464,2 | 50,97 | 236,6 
. VILL. 498,8 | 46,11 : 487,7 | 49,76 | 242,7 
. VIII. 471,6 | 46,88 | 410,0 51,05 | 209,3 
. VIII. 499,4 | 46,02 | 441,4 | 50,09 | 221,] 
. IX. | || 484,8 | 46,04 : 446,0 50,85 | 226,8 
. TX. | 482,4 | 46,06 2 438,4 49,84 | 218,5 
. TX. 490,0 40,71 A 446,2 59,39 265,0 


Im Mittel. 17,8 6202 45,42 | 2868, 463,9 49,11 | 227,8 








| 


Hemme] 31 z Hammel 32 


K | Gesamt: | K | Gesamt- 
Kot ote | menged.|| Kot Ot+ | menge d. 
| trockens | Kots frisch trocken- Kot: 
| substanz trockens || substanz | trocken- 


Stall. 
temperatur 


frisch 
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In der Trockensubstanz enthielten die ausgeschiedenen Fazes: 





N-freie 
Extrakt- 
stoffe 


| % | % Oy 


85,99 | 11,36 41,56 
85,73 | 10,99 | 39,97 


Organ. Roh- 
Substanz | protein | 


Hammel 31 
és 32 


Rohfett 
(Athers 
extrakt) 


2,84 
2,76 


Reinasche 
Rohfaser | Cs u. C0, 
frei 


% y 
30,23 
32,01 


14,0] 
14,27 


Der frische Mischkot enthielt auf wasserfreie Substanz berechnet: 


Hammel 31: 
= 4,031 g duchschnittlich pro Tag. 

Hammel 32: 1,751% 
= 3,572 g durchschnittlich pro Tag. 

Von dem verabreichten Futter wurden verdaut: 


Gesamt-N = 3,989 g und 1,568% 


1,717% Gesamt-N = 4,057g und 1,706% Eiweifi-N 


EiweiB-N 





Reins 
eiweif 


“we Organ. | Rohs 

'! Substanz | protein 

“i g g 

Grundfutter wie in Periode 1  448,7 42,9 40,1 
38,82 g Kaseintrockensubstanz 36,9 30,2 | 28,0 


Gesamtverzehr .  485,6 73,1 
Hammel 31 scheidet aus 236,3 g 


Kottrockensubstanz . 
Verdaut 


-203,2 | 25,41)| 25,21) 


282,4 | 47,7 | 42,9 


Hammel 32 verz. wie Hammel 31 
Gesamtverzehr . 

Hammel 32 scheidet aus 227, 8 ; 
Kottrockensubstanz . 


Verdaut 


4856 | 73,1 (68,1 
1953 | 24,92)/ 29,31) 


290,3 |482 | 45,8 


Nefreie 
Extrakt- 
stoffe 


2293 | 110. 
4.5 2,2 _ 
68,1 | 2338 | 13,2 


| 2338 | 13,2 | 


Rohfett 
(Athers fase 
extrakt) “*°* 


g 8 8 


165,6 


165,6 


| 


98,2 6,7 | 71,4 
135,6 | 65 | 94,2 


165,6 


911 63 72,9 
142.7 | 69| 927 


Was dann zunichst wieder die Aufstellung der Stickstoffbilanz an- 
betrifft, so ergaben sich fiir die Stickstoffeinnahmen und -ausscheidungen 


folgende Werte: 


Einnahmen: 
im Wiesenheu . 
», Haferstroh . 0,745 g¢ N 
», Casein . 4, 829 g N 


‘Summe der Finnahmen 1, 687 g N 


6,113 g¢ N 


Ausgaben: 
Hammel 31 


H 1 32 





im Kot . 
», Harn 


4,057 g N 
6,908 g N 


3,989 g N 
6,860 g N 





Summe der f vane 10,965 g N 


In den Einnahmen mehr (+) oder weniger (— ) 
als in den Ausgaben . . + 0,712 ¢ N 


10,849 g N 


+ 0,888 ¢ N 


1) Mit Hilfe der im frischen Mischkot gefundenen Stickstoffzahlen 


berechnet. 
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Es hat hiernach also der Stickstoff des Caseins auch bei einer nur 
aus Rauhfutter bestehenden Ration im tierischen Organismus Verwendung 
gefunden, was unter den gleichen Bedingungen nach den Ergebnissen der 
zweiten Periode fiir den Stickstoff des Harnstoffs nicht zutraf bzw. nur 
in einem wesentlich geringeren Umfange. 


Die so berechnete tagliche Stickstoffbilanz la8t sich kontrollieren, 
wenn man die Summe saémtlicher Einnahmen und Ausgaben von Beginn der 
Caseinfiitterung einander gegeniiberstellt und hierbei auch diejenigen Stick- 
stoffmengen, beriicksichtigt, die, von der Caseinfiitterung herriihrend, noch 
in der Nachperiode zur Ausscheidung gelangten. Aus der betreffenden 
Tabelle ist ersichtlich, da& nach Aufhéren der Verfiitterung von Casein 
bereits vom vierten Tage an bei beiden Versuchshammeln eine GleichmaBig- 
keit in der Stickstoffausscheidung eingetreten ist. Demnach ergibt sich 
folgende Rechnung: 


Einnahmen: 

Vom 16. August bis 3. September: 
an 19 Tagen im Futter . 11,687 g N 
Vom 4. bis 7. September: 
an 4 Tagen im Futter. 


222,053 g N 
6,858 g N 27,432 g N 


Summe der Einnahmen 


= 249,485 g N 


Ausgaben: 


im Kot . 
», Harn 


Summe der Ausgaben . 


Einnahmen 
Ausgaben . 


Angesetzt insgesamt . 


pro Tag . 


Hammel 31 
94,202 g N 
142,242 g N 


236,444 g N- 


. 249,485 g N 
. 236,444 gN 


13,041 g N 
0,567 g N 


Hammel 32 
88,829 g N 
141,709 g N 


230,538 g N 
249,485 g N 
230,538 g N 


18,947 g N 
0,824 g N 


Man kommt also auch auf diese Rechnungsweise zu dem Ergebnis, 
da8 eine Verwertung des Caseinstickstoffs im tierischen Organismus 
stattgefunden haben muB8. Die Ubereinstimmung der nach zwei Me- 
thoden ermittelten Werte ist bei Hammel 32 eine fast absolute, bei 
Hammel 31 eine durchaus geniigende. 


6. Periode. Diese Periode wurde in der gleichen Weise wie die 4. aus- 
gefiihrt, nur daB hier an Stelle des Harnstoffs eine im Stickstoffgehalt gleiche 
Menge Casein verabfolgt wurde. Es handelt sich also um eine Vergleichs- 
periode mit Eiwei8zulagen an Stelle des Harnstoffs. Wie in den vorher- 
gehenden Versuchsabschnitten, so wurde auch diesmal wieder der Stickstoff- 
umsatz sowohl in der vorbereitenden Fiitterung als auch in einer Nachperiode 
nach Aufhéren der Caseinzufiitterung verfolgt. Leider konnte dieser Versuch 
nur mit Hammel 32 durchgefiihrt werden, da das andere Versuchstier 
anfing, regelmaBig Reste des Kartoffelstirkemehls zuriickzulassen. Die 
nachfolgende Tabelle enthalt zunichst die Daten tiber die Kot- und Harn- 
ausscheidungen sowie iiber die hierin enthaltenen Stickstoffmengen: 























F, Honcamp u. E, Schneller: 





Kot 


"Hera ae 


An Ge 





i 1} 
| Trockens | Gesamt- Eiweif- | 
|| substanzs | 


| menge | NeMenge | N-Menge 
i i 
es ee 
4,637 4,614. 
4,683 | 4,477 | 
4,851 | 4,810 | 
5,009 | 4,935) 
6,240 


6,296 | | 
5,183 | 


5,321 | 
4,027 | 


4,142 | 
3,848 | 3,735 || 


Am 15. TX. 1922 . 
16. IX, ‘ 
Pe 
18. TX. 
19. TX. 
20. IX. 
21. TX. 
22. IX. 


343,8 | 
338,6 
243,6 

273,9 | 


|Stickstoff4| 


ll; samt-N 
m Kot u 
“Han 


| menge |) ausy 


Asgeschieden ingest | 2166, 6 | 38,787 | 38, 031 Roctatl 


” pro Tag . 270,8 | 4,848 | 4, 753 


| schied en 


|__s 


971 || 6,608 
863 |, 8,546 
“oat | 8,717 
9,030 

a1 10,426 
rood | 9,420 
39 | 8,18] 
982 || | 8,830 


71 69, 380 
71) 8,673 





| 

| Kot- 

| trockens 
substanz | 


Kot 
frisch 


Stall 
temperatur 


Datum | 
| 


a8 | % _| 
413,2| 44,77 | 
492,9 | 45,46 | 
568,2 | 41,43 | 
551,9 | 43,68 | 
577,0| 43,21 | 

| 

| 


15,5 | 
15,0 | 
15,3 
14,7 
14,3 
15,5 


3. IX. 1922 . 
ee : 
Be >. a 
6. TX. 

a ie 
. IX. 
. LX. 15,5 
we o heh 
«ae eertems Fae 
, ee seo = 


627,7| 39,94 | 
585,6 | 42,42 
492,8 | 49,01 | 
505,9 | 45,52 | 
486,6 | 54,13 


| 5301,8| — 
580,2 | 44,68 











Ausgeschieden ee ae 
” pro Tag .| 15,4 | 


Kot 
Gesamt- 
menge d. 


Kot- 
trocken- 


| substanz | 


g 


185,0 
224,1 

235,4 || 
241,1 | 
249,3 | 
250,7 | 
248,4 | 
241,5 | 
230,3 | 
263,4 


Harn- 
menge 


829,0 | 
978,6 
932,4 
686,8 
654,3 
691,7 
893,9 
897,1 
831,8 
805,7 


Stickstoff 
menge 


g 


6,281 
5,544 
5,608 
4,988 
4,976 
5,333 
5,310 
6,275 
5,246 
4,557 





2369,2 || 8201,3 | 53,118 
236,9 | $20,1| 5,312 


Im frischen Mischkot des engeren Versuchsabschnittes waren in der 


Trockensubstanz enthalten: 


. 2,033 % 
. 2,068 % 


Gesamt-N . 
EiweiB-N . 


4,816 g 
4,899 g 


Die chemische Untersuchung des Fiazes ergab folgende auf Trocken. 


substanz berechnete Werte: 


Organische Substanz . . . 
Rohprotein 

N-freie Extraktetoffo . ‘ 
Rohfett (Atherextrakt) . 
Rohfaser 

Reinasche, C- und CO,-frei . 


87,11 
11,96 
42,76 

3,00 
29,39 
12,89 





W 
stoffau 
Futter 
Werte 


ee 
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Die Verdaulichkeit des in dieser Periode verabfolgten Gesamtfutters 
berechnet sich wie folgt: 





N-freie Rohfett 
xtrakis (Ather- 
stoffe extrakt) 
g | Na RT gs g & 


5,608 Grundfutter wie in Periode 3 | 579,0 48,7 456 | 3502 13,6 | 1668 
5,546 38.94 g Caseintrockensubstanz |. 37,0 303 28,0 45 22)'> — 


717 Gesamtverzehr . | 616,0 790 73,6  354,7 158 1668 
eo Ausgeschieden an Kottrocken- 


oe substanz 236,9g .... . 2064 30,1") 30,61) 1013 7,1 69,6 


18) Verdaut ing. . 4096 489 43,0 | 2534 | 87 972 
830 ‘ » ie - | 065 |619 | 584 714 | 551) 583 
), 380 
673 


| Organ. Rohs Rein: E 
Substanz | protein | ciweifs 


Wie in den friiheren Perioden, so verfolgten wir auch in dieser die Stick- 
stoffausscheidungen in einer Nachperiode, in welcher genau das gleiche 
Futter jedoch ohne Caseinzulage verabfolgt wurde. Die hierbei gefundenen 
Werte sind in der nachstehenden Tabelle enthalten: 





Kot Harn a An Ge. 

ee - ary 

im Kot u. 

Trocken- | Gesamt. Eiweif- Stickstoff.| A om 
substanz- Menge 

menge | N+Menge N-Menge menge || ausge- 

schieden 


> g ~ 5 i 


274,5| 4,533 4,499) 886,0 7 9,403 
256,6) 4,638 4,550  716,0 7,292 
247,5| 4,361) 4,289) 649,6, ;¢ 7,707 
263,8| 4,734 4,593) 604,0 < 8,092 
333,5/ 5,036 4,857) 590,2. ° 8,781 
260,1 | 4,033 3,945) 618,7 56 7,700 
306,6 | 4,698 4,825) 593,7 6 8,303 
305,7 | 4,516, 4,362)| 610,1 | 3,259) 7,775 
Ausgeschieden insgesamt | 2248,3 | 36,549 | 35,920 5268,3 | 28,504 65,053 
i proTag . 281,0 4,569 4,490 658,5 3,563 8,132 
Hiernach wurden an Stickstoff taglich zugefiihrt bzw. ausgeschieden 
und angesetzt: 
Verzehrt im Wiesenheu .... 6,113¢gN 
Haferstroh .... 0,745 gN 
Starkemehl .... 0,072gN 
Maisschrot .... 0,856gN 
» Casein ¥..... 4,844gN 
Demnach Gesamt-N im Futter . 12,630gN 


Ausgeschieden im Kot ..... 4,816gN 
” ” PRM Siete 5,312 ¢N 


Stickstoff in den Ausscheidungen . 10,128 g N 
Daher angesetzt ........ 3612 ¢N 


1) Berechnet aus dem frischen Mischkot. 
Biochemische Zeitschrift Band 138. 
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Zu fast absolut genau dem gleichen Stickstoffansatz gelangt min, 
wenn man den Stickstoffumsatz nicht nur wihrend der eigentlichen zelin- 
tagigen Versuchsperiode beriicksichtigt, sondern auch denjenigen der Vr. 
sowie der Nachperiode, und zwar letzteren bis zu jenem Zeitpunkte, an 
welchem wiederum eine GleichmaBigkeit der Stickstoffausscheidung im 
Harn festgestellt werden konnte. Es ergibt sich dann folgende Berechnunyg: 


Zugefiihrt in 22 Tagen im Futter 171,292 gN 
» ae ew » Casein . .. 87,192 ¢N 


Gesamtzufuhr an Stickstoff in 22 Tagen ne 258,484 g N 


105,215 g N 
. 98,317 g N 


Angesetzt in 22 Tagen He 54,954 g N 


9 


203,530 g N 





Hiernach sind von dem im Casein zugefiihrten Gesamtstickstoff 
51,55% zum Ansatz gelangt. 

Aus den vorliegenden Untersuchungen ergibt sich also, daB der Harn- 
stoff, einer nur aus Rauhfutter bestehenden Futterration zugelegt, in der 
Hauptsache anniihernd quantitativ wieder durch den Harn ausgeschieden 
werden diirfte. Wenn in solchem Falle teilweise eine geringere N- Retention 
zu verzeichnen ist, so mag dies vielfach wohl mit darauf zuriickzufiihren 
sein, dap unter dem EinflufB der Harnstoffverfiitterung eine etwas bessere 
Ausnutzung des Futters im allgemeinen und der stickstoffhaltigen Substanz 
im besonderen statigefunden haben kann. Dagegen ist bei gleichzeitiger 
Beifiitterung von leicht verdaulichen, kohlehydratreichen Futterstoffen in 
den vorliegenden Untersuchungen eine deutlicher Stickstoffansatz nach- 
weisbar. Es wiirde dies also fiir die Richtigkeit der Bakterieneiweiftheoric 
sprechen. Die Tatsache aber, dap bei vorwiegend cellulosehaltigen Futter- 
stoffen der Harnstoff fast quantitativ wieder ausgeschieden wird, wahrend 
bei Zufiitterung von Kohlehydraten eine N- Retention zu verzeichnen ist, 
spricht gegen die Scheunertsche Annahme, daf der in den Ausscheidungen 
fehlende N durch die Haut ausgeschieden wird. Es ist auch auffallend, 
daB bei Harnstoffverfiitterung zu einem vorwiegend nur cellulosehaltigen 
Futter die ausgeschiedene Harnmenge eine erhebliche Vermehrung erfahren 
hat, ein Ausdruck der gesteigerten Diurese, wiihrend bei gleichzeitiger 
Verfiitterung von Kohlehydraten die Harnmenge eine normale, d. h. eine 
gleiche wie in den Perioden ohne Harnstoffbeifiitterung war. Auch dieses 
diirfte darauf hindeuten, daB die Verwertung des Harnstoffs im tierischen 
Organismus je nach dem verabfolgten Futter eine verschiedene sein muj. 
Daf der Eiweifstickstoff des Caseins sich dem Stickstoff im Harnstof/ 
bei der Verwendung und Verwertung im tierischen Organismus als iiber- 
legen zeigen wiirde, war von Anfang an nicht anders zu erwarten. 
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II. Versuchsreihe. 
Es sollte der Stickstoffumsatz bei Zulage von Harnstoff und Casein 
zu einem Futter festgestellt werden, welches den praktischen landwirtschaft- 
lichen Verhaltnissen entspricht. Wir wahlten hierzu Erbsenstroh und 
Wrucken, welches Futter in der 2. Periode allein verabfolgt wurde, wahrend 
in der 1. und 3. Periode im Stickstoffgehait gleiche Mengen von Harnstoff 
und Casein zugelegt wurden. Die Wrucken wurden geschnitzelt und immer 
fiir 4 Tage ausgewogen, von jeder dieser viertagigen Serien wurden Trocken- 
substanzbestimmungen ausgefiihrt. Da jede Periode einschlieBlich der 
der Vorfiitterung 16 Tage dauerte, so wurde die Analyse in den wihrend der 
vier Versuchsabschnitte zusammen verfiitterten Wrucken festgestellt. Das 
Erbsenstroh war fiir alle Perioden auf einmal ausgewogen worden. 
In der Trockensubstanz enthielten die Fiitterungsmittel und die in 
den einzelnen Perioden ausgeschiedenen Fizes: 





Reins 
asche 
C. und 
COgfrei 


9% 


| Nefreie | 
|Extrakts| 
| stoffe 
| 


Reineiweif | 
Eiwei8B-N 


Organische 
Substanz 
Rohprotein 
Gesamt-N 


~— 
— 
4 
2 
is 
° 
> 
2 
oe 


0 = 


Futtermittel : 
Erbsenstroh . . . . | 94,90/10,00 1,60 8,20 1,31 32,24 | 1,26 51,40 5,10 
Casein (5,1 10/77, 7,10 12,34 72,23 11,56 12,40 | 5,60 — | 4,90 
| | 46,40 in der Originalsubstanz | vege Wes 24 


Pea 

Wrucken, 1. Periode | 8,30) 1,33) 5,50) 0,88) 72,60 | callie 7 
, ae | 92,80 7,90, 1,26 5,20 0,83, 72,00 | 0.70 12,20) 

eC 93, 10 7,90 | 338 5,00, 0,82 73,80 | 0,80 10,60 


Hammel 32 


Wrucken, 1. Periode lea so 8,70 "139 5,10 0,82) ' viaaldiabinas 
92,50, 8,10 1,30 4.90 0.78 71,50 | 0,80 12,10 
ee 92,00 6,90 1,10 5,40 0,86 72,80/ 1,1011,20 


” 
” 


” 2. ” 

” 
Kotproben: | | 
| | 

ao 42,35 | 1,50 34,40) 13,69 
— | 41 37 | 1,60 35,20) 13,39 
— | 39, ‘50 2, '00 35, 40) 15, 60 


} 





—| —| ase7| 1 4033,70 13,10 

;—  — | — | 40,72 1,60 34,90 13,90 

|—-|— | 40,51 | 2:10 35,10, 14,60 

Uber die im frischen Mischkot hicechitean Werte an Gesamt- und 

KiweiSstickstoff ist auf die Tabellen S. 490 und 491 zu verweisen. 

An Wruckentrockensubstanz wurden verzehrt: 

Hammel 27: 1. Periode . .175,8g Hammel 32: 1. Periode . . 183,3g 
2. x .177,5 g 2. ‘ mae ie 
iy eee es (Cae 

Die nachfolgenden Tabellen enthalten die Zusammenstellungen 
tber Harn- und Kotausscheidungen sowie iiber den Gehalt derselben 


an Stickstoff. 





32* 
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Hammel 27. — 


Grundfutter _(Earbeenstroh und Wrackes) + Harnstoff. 


i. Poriode: 








iy Harn | Kot. 





| Gesamt. 
NsMenge 
im Harn 

| und Kor 


Kot. 
Eiweib- 


trockensub- 
stanzmenge 
N-Menge 


Temperatur 
Stickstoff- 
menge 


pe Wea, CS EG ae & 
os 

. | 15,0 || 684,7| 9,377) 103,8| 3,037 
. || 15,4 |] 822,9° 9,779) 173, 4) 3,189 
| 15,6 |1026,7 10,167; 212, 0) 3, 549, 

‘ 14,9 870,7 10,008, 187,9) 2,905 
. | 14,7 | 882,7/ 9,390) 188,5) 3,109) 
. . | 14,3 | 844,8) 9,183, 200,7) 3,166) 3,110 
. | 14,0 766,3, 9,196) 179,5) 2,870 2,745 12,066 
14,0 || 920,9 9,468) 220, 6 3,626) 3,406 13,094 


\e8i9, 775, 568) 1526,4| 25, 451/24, 535) 102, 019 
190,8) 3, 181) 3,067 12,752 


lilo 
fe) 
>] 
jira 
ve 


2,953) 
3,096, 
3,401, 
2,820, 
3,004 


12,414 
12,968 
13,716 
12,913 
12,499 
12,349 


. SIT. 1922 . . 

ap. 8S ' 

. XII. 

. XII. 

. XI. 

. XI. 
; aa 
. XI. 


Insgesamt . ‘ a 
Im Durchschnitt pro Tag | 14,7 852,5 9,571) 


Hauptperiode. 











Am 30. XII. 1922 
31. XII. 
1.1. 1923 


| 14,6 (1068, 
. || 15,2 || 793,3) 
. | 15,3 | 
: | 14,2 | 
| 14,3 | 


594,4. 
848,4) 
/1106,2 


| 15,1 |1141,7 


9,481) 
8,471) 
8,963) 
9,403) 
9,429) 
9,351 


Harn: insgesamt 
77, pro Tag 9,162 


Tag 2,644 


2 
oe 


,.4749/, im frischen 
ischkot, entsprech 
331% id. Tr.Subst. 


0,465 °/, im frischen 


Mischkot, entsprech. 
im Kot: insgesamt 


| 1,306% i.d. Tr-bubst. 


21,153, pro 


,8| 8,123) 
1044,410,056, 171,7 


Insgesamt . . |7508,0|73,277 1589,6| 21,153) 20,769 
Im Durchschnitt pro Tag | 14,9 | 988,5) 9,162, 198,7) 2,644 2,596 


2. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken). 


Vorperiode. 
15,8 | 1116,8| 5,709) 133,7 
; 15,4 | 705,6| 4,594@172,7 
. | 15,3 )1388,3 3,244) 156,1 
. | 15,2) 750,6| 3,140) 160,4 
. | 15,3 1177,9) 4,542) 163,0 
. | 15,3 | 924,8) 4,671) 320,0 
| 15,3 | 770,4) 4,360| 208,3 3,270 3,199) 7,630 
14,5 | 907,2) 4,256) 197,1 2,990) 2,924) 7,246 


|'7741,6|34,516/1511,3)24,621/24,183, 59,137 
15,3 | 967,7| 4,315) 188,9| 3,078) 3,023 7,392 
Hauptperiode. 
Am 15.1. 1023 ... . || 14,5 765,2) 2,829 

16. I. Seagal re4| 989,2, 3,650 
. ait ~ | BOF 709,1, 4,061 

. | 14,6 || Harnverlust | 
. | 13,9 | 961,4) 4,230 189,5 
. . | 14,3) 747,6 3,529 199,9, 
. || 14,6 11021, 3 5,529) 218,4 
| 14,3 | (1243,0 5,900, 207,0) 


| — |6436,8/29, 728) 1558,3)/21, 
| 14,5 | 9195 4,247) 194,8 


0 
1 





15,1 | 
= 15,4 





i | 73 


Le 
a4 


mS im 


2,330| 2,362) 8,039 
2,871) 2,812 7,465 
2,670 2,600 5,914 
2,589| 2,550 5,729 
2,736; 2,680 7,278 
5,165) 5,056 9,836 


. 1923 


1]. 
12. 
13. I. 
14. I. 


Insgesamt . . |) — 


I 

I 

oS 
10. I. 
I 

I 

I 








Im Durehschnitt pro Tag 


179, 1 


h 
t. 
h. 


im frischen 
. ve 3 
im frischen 


mt 
1,411 % id. Tr. 
bst 
‘insgesamt 


: insgesamt 
pro Tag 2,748 


rep . 


ot, ents 
ot, ents 


0 
0 


0,562 
Misch 


im Kot 


1,607, 


> 





0,557 
Misch 
{o 
1,374% i.d. Tr. 
| 29,728, pro Tag 4,247 


| im Harn: 





sat 
o~_ 
b 





‘sa% 
@ 
-~I 
bo 


ror 
io 
~“. 
oe 
a 
ou 
~-1 


Im Durchschnitt p pro Tag | 
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Hammel 27. 3. Periode: Grundfutter secant und iS Wenioen) + Casein. 








“lem 28 Kot 





| 


Gesamt- 
N-Menge 
im Harn 


und Kot 


Datum 


menge 

stanzmenge 
Gesamt:- 
N- Menge 
Eiweif- 
N-sMenge 


5 Temperatur 
Harnmenge 
Stickstoff. 

Kots 
trockensub- 


we 
vw 
we 


8 
Vorperiode. 

Am 23. I. 3... . || 15,0 || 922.6) 2,975) 265,3) 2,851; 2,709 
24. I. . . + « | 14,8 || 716,7) 4,347) 179,9) 2,602) 2,758 

25. I. . . « . | 15,5 | 530,5, 5,190) 269,9) 3,834) 3,753 

26. 1. . . . ~ || 16,1 | 674,5) 6,241) 180,1) 2,582) 2,527 
27. 1. . . + + | 16,3 || 742,7; 6,008 185,7| 2,737) 2,595 

28. I. - + + « | 16,3) 726,1) 6,021 208,2) 3,546) 3,474 
29. I. . . . » | 15,8) 953,1; 6,332) 201,2) 3,225) 3,144 
30. I. . . + + | 15,7 | 663,3) 6,306) 208,7 3,257| 3,184 


— |5929,6|43,420/1698,9/24,634 24,144, 
i Durchschnitt pro Tag | 15,7 | 741,2| 5,428) 212,4) 3,079) 3,018 


wr 


15,3 | 784,2) 6,701) 179,2 
15,0 | 797,4) 7,552) 194,9 
_. «|| 14,4 |] 835,6| 7, 472) 259.5 


Insgesamt. . : | — leases, 3|60,500|1702, 321, 345120,4 
Im Durchschnitt pro Tag | 15,4 799,83) 7,568) 212,8) 2,668) 2,5 
Hammel 32. 
1. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken) + Harnstoff. 
Vorperiode. 
1505,6| 9,270| 220,9| 3,119} 2,970) 12,389 
903,7| 9,122, 200,8) 3,010) 2,936 12,132 
| 783,3 9,338 219,0) 3,327) 3,201 12,665 


Hauptperiode. 

Am 31. I. - + + « || 15,3) 696,6| 7,303) 227,2) gez| sez | gouge 

‘ . . . « |] 18,7] 835,8 7'340| 200,0| £82232 || 285 
zt 16,1 | 803,9| 7,924) 224,3] £37) 222 | Suse 
Boe 15,5 || 893,7| 8,629) 209,6 a2 |g 8 | SE Be 
ze 15,9 | 827,1| 7,579) 207,6 (52 a o£ 
x S nal 
2 4 

Z = 





1,185 i. d. Tr.» 


0,465 9/ 
im Kot: 


0,485 9 
Misch 


| 1.235%)01.d Tr 
0 


1,153, pro 
2 





@ im Harn: 


=~ 60,500, 


> 
} ated 
a) 
3% 
3 


10,2 31 


. XII. 
. AIT. 


. XII. 1922 ‘ 15, 
fas, 
4, 
. XII. ks 3,9 | 693,1) 9,533 181,4) 3,192) 3,013 12,725 
| 14, 
4, 
4, 
4,§ 


682,2,10,543, 203,9 3,151) 3,049 13,694 
1164,3) 10,021, 205,2) 3,292) 3,164, 13,313 
1237,3)11,061, 180,0; 2,897) 2,732, 13,958 
. XII. 984,1) 9,969) 182,6| 2,803) 2,712) 12,774 


Insgesamt . . — (7953,6/78,857 1593,8!/24,793/ 23,777, 103,650 

Im Durchschnitt pro Tag 14,9 | 994,2| 9,857) 199,2| 3,099} 2,972) 12,956 
Hauptperiode. 

3. XIT. 1922 . . . || 14,8 || 805,7|10,051) 176,4 

. . « || 15,1} 911,5) 7,564) 201,5 

15,7 || 837.5, 9,546 172,6 

16,4}, 784,0 9,831 194,4 

15,0 ||1042,3, 9,572, 182,2) 

ca 15.4 | 846,3) s315 201,1 


. XII. 
. XII. 
. XII. 


—- 
ubst. 
wey 
Subst. 
gesamt 


insgesamt 


283, pro Tag 9,160 


15,6 9,053! 201,8) 
an 14,9 | 902,8 9,351) 195,9) 


- 6804, 2/73, 283 1525,9 20,: 
Im Durchschnitt pro Tag 15,4 850.5, 9,160 190,8 21547 





0,4659/, im frischen 
20,376 pro Tag 2,547 


Mischkot, ents 





0,487, im frischen 


& Mischkot, ents: 
1,275/, i. d.Tr.e 
im Harn: ins 
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1,335 %p i. d.Tr 
| im Kot: 


3, 
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Hammel 32. 
2. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken). 















Harn 





Kot 


































. sv Gesamt 
£1 BS | me 1 SBE] ag | gg [Nomen 
Datum 2 Fs se Soé& | Ee ge im Harn 
5 = er Mog | $= B= und kot 
& ro aA Ea OZ ay 
°C 8 g 8 g g g 
Vorperiode. 
j Am 26. XII. 1922 14,7 || 959,1) 5,038 198,2) 3,236) 3,154) 8,274 
Pet 5 aa ae . . « | 14,3 || 756,2) 4,779] 233,6) 3,148) 2,933) 7,927 
toed so ROTEL . . « | 14,0] 816 6 4,637) 241,7 3,964) 3,661) - 8,601 
a4 js SOIL. . « + | 14,0) 873,3) 4,805) 216,9) 3,822) 3,593) 8,627 
mee 5) 0, SIE. . .. | 14,6 | 627,7) 4,857) 295,0) 4,826) 4,514 9,683 
bj og OR EEL, . » « | 15,2) 646,9) 4,352) 244,8) 3,706) 3,343, 8,058 
» 1.1. 1923... . | 15,3|) 579,7| 4,339) 237,7/ 3,672! 3,372) 8,011 
« ShL . + + + || 14,7 || 660,5] 4,922 239,9) 3,610 3,289) 8,532 
Insgesamt . . ; | — |5919,0 37,729 1907,8|29,984/27,856) 67,713 
Im Durchschnitt pro Tag | — | 740,0) 4,716 238,5) 3,748 3,482 8,464 
Hauptperiode. 
Am 3.1, 1923. . . . | 14,3 |/1085,3) 4,663) 203,8)) 2! gaz | gees 
se . . . + | 15,1 |} 930,1) 4,594) 241,311 232) 282 | $43 
rie. SS . . «| 15,1 |1266,3) 4,801) 210.0 Eat) £3% | S22 
Wee 2 » + + © | 15,4 11430, 2) 4,762 209,0)( , Se) . 86 | Se 26 
vais aoe . | 15,8) 977,8) 4,697) 156.4, (2 23) Eo ee 
es 15,4 711,6 3,414. 183,0 SHs| S42) 85° 
i eh 5% | 15,3 /1044,2 3,927 185,3, $33| F382 || =H 2 
oo . + « « |} 15,2 || 567,5 3,261) 183,9)) S| SES || F5~8 
Insgesamt . . — ‘8013, 0 34,119/1572,7 23, 574 22, 302) 57,693 
Im Durchschnitt pro Tag 15.2 1001,6 4,265, 196,6 2,947, 2,788 7,262 


3. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh + Wrucken) + Casein. 
Vorperiode. 




















14,9 | 809,0 6,394. 196,5 
Hauptperiode. 


Am 11.1. 1923. . . . || 15,3 |) 893,3| 4,542/ 214,3) 3,044) 2,968) 7,586 
6 eS . | 15,3) 796,4| 7,786) 210,0| 3,033) 2,969. 10,819 
epee 8 . | 15,3 | 772,5) 5,956) 216,0| 3,034) 2,959, 8,990 
i RE . . | 14,5} 759,5| 6,449) 193,6) 2,649] 2,581, 9,098 
wes ee | | 14,5 | 793,9) 6,851) 185 ,6, 2,629) 2,597 9,480 
3 Stk . | 14,8) 547,3) 4,568 181,5) 2,524! 2,461) 7,092 
5 ee - | 15,0 | 909,2) 6,527, 172,1) 2,896, 2,828) 9,423 
os LE. a | 14,6 | 999,8 8,499 | 3,251] 3,182) 11,750 
Insgesamt . . — |6471,9/51,178) 1572, ,238 
| 








Im Durchschnitt pro Tag | 2, 883, 2, 818 9,280 














Am 19.1. 1923 . . . . || 13,9 || 876,6| 7,448) 208,6 §43| S22 || gQue 
i OE - + + + | 14,3) 842,3) 8,811) 21,5) 84) $82 3085 
ee tS - «+ + | 14,6 || 804,9| 7,370) 178,0)| £34) £2 | Su3z 
i Sek . . . «|| 14,8 |) 954,4! 6,812) 195,9 g8&| ,86 | S626 
, a’ + + «| 15,0) 901,4) 7,068] 204,7/° 825) 8435 Je" s 
» 94.1 . || 14,8} 904,6| 7,520) 261,2)] S23) S22 bos _ 
oe, ee - + | 15,5 /1278,2) 7,643 164,7) 8 28| 22 RS et 
» OL . . « « |} 16,1 || 904,0} 7,747) 198,8)) SE4| SE4 | ES-a 
Insgesamt . . . | = |7466,4/60,419/1623,4| 20,880! 19,630. 81,299 
Im Durchschnitt pro Tag 14,8 933,3) 7,552 202,9 2,610 2,454 10,162 
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Fiir die Stickstoffbilanzen der einzelnen Perioden ergeben sich hieraus 


folgende Werte: 








Einnahmen: 
Hammel 27 
339,9 g Erbsenstroh 
175,8g Wrucken 
10,5 g Harnstoff 


1. Periode 





39,1 g Casein 


Gesamteinnahme 


339,9 g Erbsenstroh 

183,1 g Wrucken 
10,5 g Harnstoff 
39,1 g Casein 


Gesamteinnahme 


Ausgaben : 
Hammel 27 


2. Periode 3. Periode 


a RE g gN 


5,438 
2,438 


5,438 — desgl. 
2,361  183,3 


| 7,700 | 


5,438 | desgl. 5,438 
2,256 | 191,6; 2,108 


4,835 
12,381 


1948 2,748 | 212.8) 2,668 
4,247 | 7,563 





Gesamtausgaben 
Hammel 32 
Im Kot 190,8g 


” 


| | 6995 | | 10,281 


2,601 


| 1966) 2,947 | 299.9) 
| 7,552 


4,265 





DemgemaB ergaben sich: 


7212 | ~—s|:10,162 








Hammel 27 


Periode1 | Periode 3 
(Casein) 


(Harnstoff) 
gN Ree, (Sa gN 


Periode 2 


12,711 
10,231 


11,806 6,995 





N-Ansatz (+) oder -Abgabe(—) . 
Hammel 32 


Einnahmen 
Ausgaben 





N-Ansatz (+) oder -Abgabe ( ne te 


“| +1,148 


+ 0,842 + 0,804 + 2,480 


12,381 
10,161 


: + ee Le 


7,694 
7,212 


| +0,482 
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Hiernach hatte Hammel 27 den Harnstoff fast quantitativ wieder 
ausgeschieden, waihrend bei dem zweiten Versuchstier scheinbar ein gerinyer 
Stickstoffansatz in der Harnstoffperiode stattgefunden haben wiirde. Dieser 
Ansatz ist aber in Wirklichkeit nicht vorhanden, wenigstens nicht in dei 
MaBe, denn infolge der wechselnden, mit den Wrucken verfiitterten Trocken- 
substanzmengen wurden mit den Wrucken diesem Versuchstier in der 
2. Periode (ohne Harnstoff) pro Tag 0,289 g N weniger gereicht als in der 
Harnstoffperiode. Dasselbe wiirde fiir dieses Versuchstier auch in der 
Periode mit Caseinzulage zutreffen, doch spielt hier dieser Fehler nur eine 
untergeordnete Rolle, als eine erhebliche N-Retention nach Caseinver. 
fiitterung bei beiden Versuchshammeln ganz unverkennbar vorhanden ist. 

Dieser Versuch hatte also ergeben, daB bei Verfiitterung von leicht 
léslichen und hoch verdaulichen Kohlehydraten in Form von Wrucken 
der Stickstoff des Harnstoffs so gut wie quantitativ im Harn wieder zur 
Ausscheidung gelangt. Es geht dies auch aus folgender Uberlegung hervor. 
Nimmt man an, da8 in der Harnstoffperiode die gleiche, aus dem iibrigen 
Futter herriihrende N-Menge wie in der 2. Periode ausgeschieden wurde, 
so ergibt sich folgende Stickstoffbilanz: 





Hammel 27 Hamme! 32 
In der Harnstoffperiode. ........ 9,162 ¢ N 9,160 g N 
_» Grundfutterperiode _ eRe Eo ore 4,247 ¢ = ; ys 4,265 gN 
In der Harnstoffperiode mehr. . ... . 4,915 g N 4,893 g N 


Da mit dem Harnstoff pro Kopf und Tag 4,872 g N zugefiihrt wurden, 
so bedeutet das, daB de: Stickstoff des Harnstoffs quantitativ durch dic 
Nieren zur Ausscheidung gelangte. 

Kine eiweiBsparende oder eiweifersetzende Wirkung des Harnstojf/s 
hat also im Sinne der BakterieneiweifBtheorie bei Verfiitterung von Wrucken 
nicht stattgefunden. Wenn eine solche nach den Ergebnissen der ersten 
Versuchsrethe als berechtigt angenommen werden mufte, so geht hieraus 
hervor, daB die Heranziehung des Harnstof{-N zum Aufbau von Bakterien- 
eiweifh wahrscheinlich an das Vorhandensein bestimmter Kohlehydrate 
gebunden ist. Dagegen zeigen die vorliegenden Ergebnisse in Uberein- 
stimmung mit denen der ersten Versuchsreihe und entgegen der Ansicht 
von A. Scheunert, daB ein Ubergang des Harnstof{-N in die Wolle nicht 
stattfindet, zum mindesten nicht unter den hier gegebenen Versuchsbedin- 
gungen. Daf der Stickstoff des Caseins giinstig auf den Stickstoffansat: 
gewirkt hat, ist aus der bei beiden Versuchstieren gleichmapig vorhandenen 
Stickstoffretention ohne weiteres ersichtlich und bedarf keiner weiteren 
Erklérung. 

Es bleibt nun noch zu erértern iibrig, ob die Beifiitterung von 
Harnstoff die Verdaulichkeit des Gesamtfutters giinstig beeinflu(st 
hat. Die Berechnung der verfiitterten und verdauten Nahrstoffmengen 
ergibt sich aus der nachstehenden Tabelle. 








Hamm 


339, 
175, 
10, 


Aus 


339 
173 


Au 


Harnstoff als EiweiBersatz beim Wiederkauer. 





N-freie Rohfett | 
Organ. | Rohe = pv trakts (Ather: | 
Substanz | protein stoffe | extrakt) 


s |__#£ 4 = 


Hammel 27 
1, Periode 
339,9 g Erbsenstroh-Trockensubst. | 322.6 340 1096 | 43 
175,8 g Wrucken -Trockensubstanz | 163,55 146 | 1276 | 16 
10,5g Harnstoff ......-.. i) — | —-: ait 
Gesamtverzehr ...  486,1 486 | 237,2 59 
Ausgeschieden im Kot 198,7¢ 
Trockensubstanz oe. + | W715 | 338 | 82 | 30 | 
Verdaut in g | 3146 | 158 1530 | 29 
Y | 64,7) 825 645 491 648 


” n 

2. Periode 
339,9 g Erbsenstroh-Trockensubst. | 322,6 34,0 1096. 43  174,7 
177,5¢ Wrucken -Trockensubstanz 164.7 14,0 (127,8 1,2 21,7 
Gesamtverzehr . . . || 4873 | 48,0 | 2374 55 1964 

Ausgeschieden im Kot 194,8¢ | | 

Trockensubstanz i 168,7 | 35,5 80,6 3,1 68,6 
Verdaut ing .... | 3186 | 145 | 15668 2,4 | 1278 

. SS Gr ak a 65,4 30,2 66,0 486 651 


Hammel 32 
1. Periode 


339,9 g Erbsenstroh-Trockensubst.  322,6 | 34,0 | 1096 43 | 174,7 


183,1 g Wrucken-Trockensubstanz  170,6 | 15,9 | 130,0 13 23,6 
10,5 g Harnstoff Pn nies fai ai rk 


. . . | 493,2 | 49,9 | 239,6 | 56 | 1983 
Ausgeschieden im Kot 190,8¢ | 


Trockensubstanz 165,8 29,1 83,3 2.6 64,3 





Gesamtverzehr 


Verdaut ing ... . || 327,4 | 208 156.3 3,0 134.0 
a Sey), ieee 66,4 41,7 65.2 585 67.6 


2. Periode 
339,9 g Erbsenstroh-Trockensubst. 322.6 340 109,6 
173,5 g Wrucken -Trockensubstanz 160,5 | 14,1 | 1241 


Gesamtverzehr ... | 483,1 | 48,1  233,7 
Ausgeschieden im Kot 196,6¢ | 
Trockensubstanz 169.3 | 36,1 80,1 


Verdaut ing .... | 3138 | 120 | 1536 | 26 | 1271 

” ey are 65,0 25,0 65,7 45,6 65,0 

Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, daB entweder in der 
Periode ohne Harnstoff iiberhaupt keine Verdauungsdepression ein- 
getreten ist, oder aber daB der Harnstoff diese nicht aufzuheben ver- 
mocht hat. Jedenfalls erscheint uns in dem vorliegenden Versuche 
ein Einflu8 der Harnstoffverfiitterung auf die Verdaulichkeit des 
Grundfutters nicht vorhanden und auch nicht méglich zu sein, weil, 
wie wir auf Grund der N-Bilanzen nachgewiesen zu haben glauben, 
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der Stickstoff des Harnstoffs durch die Nieren quantitativ wieder 
ausgeschieden worden ist. Ubrigens hat W. Voltz nach miindlichen 
Mitteilungen mit Harnstoff bei Zufiitterung von Runkeln als kohle. 
hydratreichem Futter gleichfalls weniger gute Erfahrungen gemacht. 
Es mu daher angenommen werden, daB Harnstoff im Sinne der 
BakterieneiweiBtheorie auch beim Wiederkiuer nur dann _ eiwei(- 
ersetzend wirken kann, wenn bestimmte Kohlehydrate, z. B. Starke 
und Zucker, in reichlicher Menge beigefiittert werden. Dem Harn. 
stoff bei der Ernihrung des Wiederkiuers von vornherein jede eiwei)- 
sparende oder eiweiBersetzende Wirkung abzusprechen, ist nach der 
Mehrzahl der bislang hieriiber vorliegenden Untersuchungen nicht an- 
zunehmen. Denn da dem Harnstoff im Stoffwechsel der Wiederkiuer 
gewisse Wirkungen nicht abzusprechen sind, geht schon ohne weiteres 
daraus hervor, daB derselbe, einer Futterration mit sehr weitem Niahr- 
stoffverhaltnis zugelegt, genau so wie andere Amide die sonst unter 
diesen Verhiltnissen eintretende Verdauungsdepression zu_hindern 
vermag. Auch konnte ich in Gemeinschaft mit EH. Miiller1) bei Ver- 
suchen mit Milchkiihen nachweisen, daB zweifelsohne ein Teil des 
MilcheiweiBes hier nur unter Zuhilfenahme des Stickstoffs vom Harn- 
stoff gebildet sein konnte. 


1) Vorliufige Mitteilung in Zeitschr. f. angew. Chem. 36, 45, 1922. 
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Untersuchungen iiber einige physiologische Eigenschaften 
der Strahlenpilze. 
Von 
Carl Nislund und K. G. Dernby. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des Schwedischen Staates 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 12. Marz 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Versuchsmethodik. 
a) Species. 

Da die Strahlenpilze in vielen Punkten groBe Verschiedenheiten 
zeigen, war es notwendig, die Untersuchungen an einer gréBeren Anzahl 
von verschiedenen Staémmen auszufiihren. Die Bakterienstimme, welche 
bei unseren Versuchen zur Anwendung kamen, erhielten wir teilweise 
von Krals Museum in Wien und vom staatlichen Seruminstitut in 
Kopenhagen, teilweise wurden sie von uns selbst rein geziichtet. 


Die im folgenden angefiihrten Staémme erhielten wir von Fr. Krals 
Museum. Alle sind aerob. 
1. Act. hominis, Landsteiner. 
sn Affanassiew. 
corneae, Lowenstein. 
asteroides, Eppinger. 
rosaceus, Kayser. 
Nr. 39, Lieske. 
7 aa = a (Rachenabstrich). 
° ” 51, ” ” 
| gare qeeawr sin | Saige 
10. Streptotrix bovis, Sanfelice. 
ll. buccalis, Winslow. 
12. polychromogenes, Valée. 
13. laminili, Gaffky. 
14. rubra, Sanfelice. 
15. chalcea. 
16. farcinica (Nocard). 
17. hominis (Lungenaktinomykose), Budapest. 
18. a Madurae, Vincent. 
Aus dem staatlichen Seruminstitut in Kopenhagen haben wir erhalten 
19. Act. Bostroem. 
20. ,, asteroides, Eppinger. 
21. Steptrotrix ruba. 
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Von uns geziichtete Stamme: 
22. Aerob, sporenhaltig, von Gras. 
23. Ss eo rotgelb, von Gras. 
24. op ms von Getreide. 
25. Anaerob, aus Eiter (von Aktinomykose beim Menschen). 
25. <s aus einem Speichelstein. 


Samtliche Bakterienstémme zeigten ein kriftiges Wachstum uni 
waren in den letzten Monaten vor den Versuchen auf Agar gewachsen. 
Das Impfmaterial bestand in der Regel aus Agarkulturen, welche 
eine Woche alt waren. Bei jedem Versuche wurden saimtliche Kulturen 
auf ihre Reinheit untersucht. 


b) Ndhrsubstrate. 

Bei den Versuchen, das geeignetste Nahrsubstrat fiir Strahlen- 
pilze festzustellen, wurden die Substrate verwendet, welche unten 
aufgezihlt sind. Da die Art der Zubereitung dieser Substrate nicht 
von der normalen abweicht und daher leicht in der Literatur nach- 
geschlagen werden kann, soll hier auf dieselbe nicht eingegangen werden. 

Beim Studium der Wasserstoffionenkonzentration wurde immer 
gewohnliche, mit Pepton versetzte Kalbsbouillon verwendet, die auf 
folgende Weise zubereitet wurde: 


1 kg gemahlenes, feines Kalbfleisch wurde mit 2 Liter Leitungswasser 
versetzt und die Mischung 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Dann wurde die Infusion 2 Stunden lang auf 100° erwarmt und 
filtriert; zu dem Filtrate wurden 1,5°% Pepton (Witte) und 0,5% Kochsalz 
zugesetzt. Hierauf wurde die Bouillon mit Natriumhydroxyd oder mit 
Natriumcarbonat neutralisiert; die Alkaleszenz wurde so gehalten, dai} 
die p,, der Zahl 8 entsprach. Nachdem dann die Bouillon noch einmal fiir 
kurze Zeit gekocht und filtriert worden war, wurde die Alkaleszenz in ge- 
wohnlicher Weise in 10 ccm Bouillon mit Hilfe von Phenolphthalein als 
Indikator und Sérensens Phosphatmischungen als Vergleichsfliissigkeiten 
justiert. Durch Zusatz von berechneten Mengen Natriumhydroxyd oder 
Salzsiure zu der ganzen Bouillonmenge wurde dann die gewiinschte Alkales- 
zenz erhalten. 

Die Bouillon wurde in gewéhnlichen Tuberkulinkolben von 200 ccm 
Inhalt 20 Minuten lang bei 110° sterilisiert. 

Bei der Sterilisation des Nahrsubstrates ergab es sich, da®B sich dessen 
Wasserstoffionenkonzentration oft anderte. Diese Frage wurde von Mudge 
(1917), Foster und Randall (1921) sowie von Dernby und Allander (1921) 
genau studiert, und es zeigte sich bei diesen Untersuchungen, daB dic 
Wasserstoffionenkonzentration nach der Sterilisierung gréBer oder geringer 
sein kann, ohne da8 man immer voraussagen kann, nach welcher Richtung 
hin die Veranderung erfolgt. Bei Anwesenheit von Zucker ist die Reaktion 
nach der Behandlung im Autoklaven stirker sauer. Es ist daher notwendig, 
die Wasserstoffionenkonzentration nicht nur vor der Sterilisierung, sondern 
auch nach derselben genau zu justieren, nétigenfalls durch Zusatz von 
steriler’ Salzsiure bzw. von sterilem Natriumhydroxyd. 





wir 
mit 
wure 


( len 
frei 
meti 


und 


sen. 


Iche 


ren 


len- 
iten 
icht 
ich- 
len. 
mer 
auf 


sser 
hen 
ind 
salz 
mit 
la’ 
fiir 
ge- 

als 
ten 
der 


les- 


Eigenschaften der Strahlenpilze. 499 


c) Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration. 

Bei der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration haben 
wir uns hauptsachlich der kolorimetrischen Methode nach Sérensen 
mit Indikatoren nach Clark und Lubs bedient. Die Standardlésungen 
wurden mittels der elektrometrischen Methode kontrolliert. 

In simtlichen Fallen, wo die Wasserstoffionenkonzentration in 
den Kulturen bestimmt wurde, war die Bouillon vollstindig klar und 
frei von st6érenden Verfarbungen durch die Kulturen. Alle kolori- 
metrischen Bestimmungen wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. 


d) Untersuchungen iiber proteolytische Vorgdnge. 

Die Bestimmung von proteolytischen Enzymen wurde an wachsen- 
den Bakterien, an filtrierter Bouillonkultur (Ektoenzyme) und an 
autolysierten Strahlenpilzbakterien (Endoenzyme) ausgefiihrt. 

Bei der Untersuchung der proteolytischen Enzyme bei wachsenden 
Bakterien kamen 10proz. Gelatine, koaguliertes HiihnereiweiB sowie 
koaguliertes Rinder- und Kaninchenserum zur Anwendung. Fiir die 
weitere Untersuchung von Ekto- und Endoenzymen bedienten wir 
uns zweier Methoden, einerseits der Verfliissigung von Gelatine und 
andererseits der Spaltung von Pepton. Im ersteren Falle wurden 
die Versuche nach der Gelatinemethode von Fermi ausgefiihrt, mit 
der man Enzyme von peptonartiger Natur und stark wirkende Tryp- 
tasen nachweisen kann, nicht aber schwache Tryptasen und Ereptasen. 
Bei den Versuchen iiber peptonspaltende Enzyme wurden 0,5 bis 1 cem 
der Bouillon bzw. der autolysierten Bakterien zu 10 cem 4proz. Pepton 
(Witte) von verschiedenem Alkaleszenzgrade zugesetzt. Die Proben 
verblieben eine bestimmte Zeit im Thermostaten, worauf der Amino- 
stickstoff nach Sérensens Formolmethode bestimmt wurde’). 

Da es schwierig ist, bei diesen beiden Versuchsanordnungen ab- 
solute Sterilitat zu erhalten, wurde in allen Fallen eine Mischung von 
Chloroform, Toluol und Ather zugesetzt (bis zu ungefihr 0,5%). Eine 
stérende Einwirkung fremder Bakterien wihrend der Versuchszeit 
konnte nicht bemerkt werden. Bei allen Versuchen wurde gleich- 
zeitig eine hinreichend groBe Anzahl von Kontrollreihen aufgestellt. 

Der Gesamtstickstoff wurde nach der Methode von Kjeldahl bestimmt. 

Der Ammoniakstickstoff wurde in der Weise bestimmt, daB eine 
bestimmte Menge von n Kaliumcarbonat zu der Probe zugesetzt wurde, 
worauf 30 Minuten lang ein kalter Luftstrom hindurchgesogen wurde ; 
das Ammoniak wurde in Schwefelsiure aufgefangen und dann mit 
Nesslers Reagens (nach Folin) bestimmt. 


1) Eine ausfiihrliche Schilderung der Versuchsmethode beim Nachweis 
von proteolytischen Enzymen findet sich in unserem Aufsatz tiber Tuberkel- 
hazillen in dieser Zeitschrift. 
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Il. Das Wachstum der Strahlenpilze auf kiinstlichen Nihrbéden. 


Man findet in der Literatur zahlreiche Angaben dariiber, daB sic’, 
gewisse Substrate fiir die Ziichtung von Strahlenpilzen besonders gu‘ 
eignen. Diese Angaben beziehen sich jedoch in der Regel nur auf dic 
Untersuchung eines oder einiger weniger Stiimme, wahrend systematisch: 
Untersuchungen tiber eine gréBere Anzahl von Strahlenpilzen selten sind 

Silberschmidt (1900) fiihrt an, daB Glycerin oder Traubenzuckeragar 
besonders geeignete Nahrsubstrate fiir Strahlenpilze darstellen. Lieske (1921), 
der eine genaue Untersuchung tiber eine groBe Anzahl von Strahlenpilzen 
ausgefiihrt hat, hebt hervor, daB der Zusatz von Glycerin oder von Trauben- 
zucker zum Agar gewohnlich das Wachstum beférdert. Auf Malzextrakt- 
und Bierwiirzeagar soll nach dem gleichen Verfasser das Wachstum wesentlich 
iippiger sein als auf gew6hnlichem Agar. 

Wir haben vergleichende Untersuchungen iiber das Wachstum 
der Strahlenpilze auf Fleischbouillon, Ragitbouillon, Glycerinbouillon, 
Traubenzuckerbouillon, Serumbouillon, Ascitesbouillon, Peptonwasser, 
Galle, Milch, Lackmusmilch nach Petruschky, auf Maltose- und Glucose- 
peptonnahrbéden, auf Kartoffelwasser und Heuwasser, auf verschie- 
denen eiweiffreien Substraten, ferner auf Agar, Glycerin-, Trauben- 
zucker-, Maltose-, Mannit- und Saccharoseagar, auf Himoglobinagar, 
Serumagar, Ascitesagar, Eigelbagar, Malzextrakt- und Bierwiirzeagar, 
auf Gelatine, auf verschiedenen Serumsubstraten, auf Kartoffelnahr- 
béden und auf verschiedenen Eisubstraten angestellt. 

Bei diesen Untersuchungen ergab es sich, daB simtliche Stimme 
in der Regel auf allen oben genannten Substraten gut wuchsen und 
daB man nicht mit Bestimmtheit ein spezielles Nahrsubstrat bezeichnen 
kann, welches fiir die Ziichtung von Strahlenpilzen besonders geeignet 
ist. Auch der Zusatz von Glycerin und von Zuckerarten zu den ge- 
wohnlichen Nahrsubstraten schien das Wachstum nicht in bemerkens- 
wertem Grade zu beeinflussen. 


III. Das Wachstum der Strahlenpilze bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration. 

Wir haben in der Literatur keine Untersuchung tiber den Zu- 
sammenhang zwischen Wachstum und Wasserstoffionenkonzentration 
angetroffen. Dagegen findet man in der Literatur oft kiirzere Angaben 
iiber die Einwirkung von Sauren oder von Alkalien auf das Wachstum 
der Strahlenpilze. Die dem Anscheine nach am genauesten ausgefiihrte 
Untersuchung hieriiber stammt von Lieske (1921) her, der durch Zusatz 
von Saure bzw. von Alkali zu gewéhnlicher Bouillon feststellte, daB alle 
Formen des Strahlenpilzes in Ubereinstimmung mit anderen Mikroorga- 
nismen fiir héhere Grade von Siure und Alkali sehr empfindlich sind. 

Unsere Versuche wurden im groBen und ganzen in der gleichen 
Weise ausgefiihrt wie unsere friiheren Untersuchungen iiber die 
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Tuberkelbazillen (s. diese). Sowie 
bei diesen wurde auch hier die 
py-Grenze und das p,,-Optimum 
fiir das Wachstum verschiedener 
Stamme bestimmt. Inallen Fallen 
wurde gewohnliche Bouillon ver- 
wendet. Samtliche Proben waren 
vollkommen rein. Als Impfmate- 
rial kamen sowohl Agar- als auch 
Bouillonkulturen zur Anwendung. 
Ein Unterschied hinsichtlich des 
Wachstums bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen 
zwischen dem Impfmaterial von 
Agar und von Bouillonkulturen 
konnte nicht nachgewiesen 
werden. 

In Tabelle I wurden die 
Resultate einer Untersuchung an 
sechs verschiedenen Stammen zu- 
sammengestellt. Der Grad des 
Wachstums wurde mit den Ziffern 
von 1 bis 4 bezeichnet. 

Es ergab sich bei diesen Ver- 
suchen, da die Strahlenpilze 
innerhalb eines recht breiten Be- 
reiches der Wasserstoffionenkon- 
zentration wachsen und daB sie 
demnach nicht zu jenen Mikro- 
organismen gerechnet werden 
kénnen, welche, wie Pneumo- 
kokken, Diphtheriebazillen und 
eine Anzahl anderer Bakterien, 
eine recht bestimmte Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Mediums 
erfordern, um sich in der Bouillon 
vermehren zu kénnen. Die saure 
Grenze fiir das Wachstum der 
Strahlenpilze kann bei p, = 5, 
die alkalische bei p, = 9 ange- 
nommen werden. 

Das Optimum fiir das Wachs- 
tum der Strahlenpilze scheint bei 
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simtlichen Versuchen zwischen p, = 7 und p, = 8 zu liegen. Inner- 
halb dieser Grenzen kann man in vielen Fallen nach 16 bis 18 Stunden 
ein makroskopisch deutliches Wachstum auf Bouillon erhalten. Dic 
gewohnlichen im Laboratoriumsgebrauche verwendeten Substrate 
diirften in der Regel etwas stirker sauer sein als die hier angegebene 
Grenze fiir das optimale Wachstum. Man soll daher bei der Herstellung 
von Nahrsubstraten von Strahlenpilzen darauf achten, daB die Sub. 
strate hinreichend alkalisch werden. 

Zwischen Actinomyces und Streptotrix haben wir, was das Ver. 
haltnis zwischen Wachstum und Wasserstoffionenkonzentration an- 
belangt, keinen Unterschied beobachten kénnen. 


IV. Die Verinderungen der Wasserstoffionenkonzentration des Substrates 
wihrend des Wachstums der Strahlenpilze. 

Es hat sich ergeben, daB eine groBe Zahl von Mikroorganismen. 
und zwar sowohl pathogene als auch saprophytiire, die Fahigkeit 
haben, wahrend ihres Wachstums auf einem Substrate die Wasserstoff- 
ionenkonzentration desselben zu verindern. Line diesbeziigliche 
Untersuchung iiber die Strahlenpilze liegt, soviel wir wissen, bisher 
in der Literatur nicht vor. 

Unsere Versuche wurden sowohl mit zuckerhaltigen als auch mit 
zuckerfreien Substraten ausgefiihrt. Gleichzeitig mit der Bestimmung 
der wirklichen Aziditat der Fliissigkeit mittels Untersuchungen der 
Wasserstoffionenkonzentration wurden auch die Alkalireserven des 
Substrates oder das ,,Pufferver- 
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Abb.1. Darstellung der py,;*Verinderungen wahrend aoe ‘ 1 
des Wachstums einer Strahlenpilzkultur. Bei simtlichen Untersuchun- 


areal Renitinn Sa. gen von Kulturen, welche auf 
zuckerfreier Bouillon wuchsen. 

wurde festgestellt, daB.die Aziditit waihrend des Wachstums abnahm. 
In der Regel nahm die Aziditaét der Bouillon von p, = 7 auf py = 5 
ab, bei sehr alten Kulturen konnte sie noch etwas weiter gehen 
(vgl. Tabelle IT). 
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Tabelle II, 


p,,-Veranderungen wihrend des Wachstums der Strahlenpilze in gewéhn- 
licher Bouillon bei 37°C. 





Nr. Am Anfang | Nach 4 Tagen | Nach 8 Tagen | Nach 17 Tagen | Nach 30 Tagen 


3 ‘ 7,5 ’ 8,1 8,3 

5 7,6 7 8,0 8.1 

TF 7,3 ' 8.1 83 

13 7,6 8,2 8.3 

17 7,5 ; 8,2 8,3 

20 7,2 ‘ 8,1 8,3 
Kontroll- 
bouillon 7,1 7,1 | 7,0 7,0 

Gleichzeitig mit den Untersuchungen iiber zuckerfreie Bouillon 
wurde eine Anzahl ahnlicher Versuche mit lproz. Glucosebouillon 
ausgefiihrt. Die Resultate dieser Versuche (s. Tabelle III) zeigen, 
daB die Aziditat anfangs recht bedeutend steigt (in einem Falle von 
Py = 7 auf p, = 5,6 nach 8 Tagen), dann aber wieder abnimmt, so 
daB die Reaktion der Bouillon nach einem lingeren Wachstum wiederum 
die gleiche ist wie bei der Ursprungsreaktion. Bekommen die Kulturen 
die Méglichkeit, noch weiter zu wachsen, so steigt die Alkaleszenz in 
der glucosehaltigen Bouillon noch mehr und erreicht schlieBlich die 
gleichen p,,-Werte wie in den zuckerfreien Kulturen (s. Abb. 1). 


Tabelle III. 


py-Veranderungen wahrend des Wachstums der Strahlenpilze in 1 proz. 
Glucosebouillon bei 37°C. 





Nr. Am Anfang Nach 4 Tagen | Nach 8 Tagen | Nach 17 Tagen | Nach 30 Tagen 


3 ; 
17 . 
20 ; 

Kontroll- 

bouillon 7,0 7,0 — 7,0 


8,2 
8,3 


6,5 5,6 0 8,3 
8 


0 
1 6,8 ‘ 2 
1 7,0 ’ 


Ein deutlicher Unterschied zwischen der Fahigkeit bei verschie- 
denen Strahlenpilzen, die Reaktion der Substrate wihrend des Wachs- 
tums zu verindern, konnte nicht konstatiert werden. 


Untersuchung iiber proteolytische Enzyme bei Strahlenpilzen. 

Es ist eine seit langer Zeit bekannte Tatsache, daB die Strahlen- 
pilze proteolytische Enzyme bilden (vgl. Lieske). Eine nahere Unter- 
suchung iiber die Enzyme dieser Mikroorganismen wurde von Waksman 
ausgefiihrt; dieser Verfasser glaubt sowohl Ekto- als auch Endoenzyme 
mit proteolytischer Wirkung gefunden zu haben. 

Da die Einwirkung der proteolytischen Enzyme auf die Substrate 
fiir die Entstehung von Reaktionsinderungen eine wichtige Rolle 

Biochemische Zeitschrift Band 138. 33 























504 C. Naslund u. K. G. Dernby: Eigenschaften der Strahlenpilze. 


spielt, haben wir in der friiher beschriebenen Weise die proteolytisc)« 
Wirksamkeit der Strahlenpilze naher untersucht. 

Bei direkter Untersuchung der Einwirkung von wachsendey 
Strahlenpilzkolonien auf Gelatine, HiihnereiweiB und Serum zeigten 
die meisten Stéimme eine kraftige proteolytische Wirkung (Nr. 1, 2, 
3, 4, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 16, 17, .19, 20. 22, 24). 

Sowohl auf Gelatine als auch auf Pepton konnten extrazellulir 
wirksame Enzyme bei simtlichen fiinf untersuchten Strahlenpilze 
(Nr. 3, 8, 13, 17, 22) nachgewiesen werden. Die Untersuchung wurde 
nach l5tigigem Wachstum auf 200ccm gewéhnlicher Bouillon in 
Tuberkulinkolben bei 37°C ausgefiihrt. 

Auch die gewaschenen und nachher autolysierten Strahlenpilze 
zeigten eine deutliche proteolytische Einwirkung auf Gelatine und 
auf Pepton. Diese Wirkung war jedoch bedeutend schwiicher als jene. 
welche durch die von den Bakterien abfiltrierte Bouillon hervorgerufen 
wurde. Die Grenze der Wasserstoffionenkonzentration, innerhal) 
welcher diese proteolytischen Enzyme ihre Wirksamkeit ausiibten, 
entsprach ungefahr den Grenzen fiir das Bakterienwachstum. 

Auf Grund dieser Versuchsresultate mu8 man somit annehmen, 
daB die Strahlenpilze sowohl extra- als auch intrazellulire proteo. 
lytische Enzyme besitzen und daB die am meisten hervortretenden 
Enzyme tryptischen Charakter besitzen oder, mit anderen Worten, 
sekundire Proteasen sind. 

Auch schien es, als ob die Strahlenpilze ziemlich kraftig wirksame 


Desamidasen besitzen. 
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Studien iiber die Bildung des Diphtherietoxins. 


Von 
K. G. Dernby und L. E. Walbum. 
(Aus dem Staatlichen Seruminstitut Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 12. Marz 1923.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Inhalt: 

. Problemstellung ; ‘ 

. Versuchsmethode und Bemerkunge n i 
Stickstoffveranderungen und Toxinbildung wihrend an Ww ache- 
tums der Diphtheriebazillen oe 

. Toxinbildung in Bouillons seanehiedeane Sessa. 

. Die Zerstérung des Diphtherietoxins bei verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen . ES ge eh ee ee 

. Die Zerstérung des Diphtherietoxins dureh _proteolytische 
Enzyme ik 

. Die proteoly tischen ‘Enzyme ‘und ‘die ‘Autoly: se ‘der Diphtherie- 
bazillen . i 

. Die enzy matische Bildung des Diphtherietoxins , 

. Die Dialyse des Toxins 

. Ist das Diphtherietoxin eine Fettsubstanz t. 

. Diskussion 
Schluffolgerungen 

. Literatur 


I, Problemstellung. 

Schon seit mehr als drei Jahrzehnten ist die Frage nach der Bildungs- 
weise und der chemischen Natur des Diphtheriegiftes von den ver- 
schiedensten Forschern diskutiert worden 

Ein kurzer Uberblick iiber die Ansichten der einzelnen Autoren 
zu diesen Fragen sei hier vorausgeschickt. 


a) Arbeiten iiber die chemische Natur des Diphtherietoxins. 

Die Entdecker des Diphtherietoxins, Roux und Yersin (1898/99), 
haben ebenso wie Léffler das Toxin anscheinend als einen Stoff von dem 
Charakter der Enzyme aufgefaBt, der von den Diphtheriebazillen wahrend 
ihres Lebens ausgeschieden wird. 
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Gamaleja (1892) war der Ansicht, daB das Toxin kein wirkliches 
Sekretionsprodukt sei, da8 vielmehr der Ubergang des Giftes in die Bouillon 
durch Auslaugung der toten Bakterienkérper zustande kame. 

¥Gegen Gamalejas Ansicht wandten sich Kossel (1893) und Rist (1903), 
Kossels SchluBfolgerung lautete: ,,Das Diphtheriegift wird aus dem dar. 
gebotenen Nahrmaterial innerhalb der Bakterienzelle gebildet und alsbald 
sezerniert“. 

Demgegeniiber haben Murillo (1904) und Brieger. und Boer (1896) 
die abgetéteten Diphtheriebazillen viel giftiger gefunden als Kossel. Madsen 
(1908) schlieBt sich Kossel an. Er schreibt: ,,Das Toxin muB als ein echtes 
Sekretionsprodukt aufgefaBt werden“. Guinochet (1892), Uschinsky (1893 
und 1897) und Hadley (1907) berichteten, daB sie gutes Wachstum sowie 
Toxinproduktion der Diphtheriebazillen in synthetischen Nahrsubstraten 
erhalten haben. Wenn ihre Versuche einwandfrei waren, mii®ten sie als 
Beweis fiir die Sekretionstheorie gelten. Dagegen haben viele andere, 
unter ihnen neuerdings Robinson und Rettger (1917) sowie Davis (1919), 
gezeigt, daB man wohl gutes Wachstum, aber nie eine gute Toxinbildung 
erhalt, wenn nicht Fleischextrakt oder Pepton anwesend ist. Hida (1908) 
und Terwuchi und Hida (1912) bemerken, da8 héhere Peptone und Albumosen 
besonders wichtig sind, um gutes Toxin zu bekommen. Ahnliche Schliisse 
k6nnen, aus der Arbeit von Walbum (1909) gezogen werden. DaB die Natur 
des zugesetzten Peptons eine groBe Rolle spielt, haben die meisten Autoren 
hervorgehoben. Chote scheint man zu dem Schlusse gekommen zu 
sein, daB8 das Witte-Pepton das vorteilhafteste Substrat fiir die Toxin- 
bildung sei. Dieses Pepton besteht bekanntlich gréBtenteils aus héheren 
EiweiBabbauprodukten, besonders Albumosen. 

Andere Peptone, wie das Martin-Pepton [Martin (1898), Penfold (1921), 
Abt und Loiseaux (1922)], das ,,Polypeptide’-Pepton von Bunker und das 
Douglas-Hartleysche (1922) trypsingespaltene Pferdefleisch, welche alle 
gutes Toxin gegeben haben, scheinen nach ihrer chemischen Natur nicht 
weit entfernt von dem Witte-Pepton zu sein, d. h. sie bestehen vorwiegend 
aus héheren EiweiBabbauprodukten. 

Es ist vielfach gezeigt worden, daB, wenn tiefgespaltene Eiweil- 
produkte anwesend sind, zwar das Wachstum iippig sein kann, aber die 
Toxinbildung sehr gering ist. 

Es kann daher als festgestellt angesehen werden, da in irgend einer 
Weise héhere Peptide fiir die Toxinbildung Bedingung sind. 

Erwahnt mu8 auch werden, da8 Ehrlich (1898) und andere die Meinung 
ausgesprochen haben, da® das Diphtheriegift aus zwei oder mehreren 
Komponenten bestehe, aus einem , Toxin“ und einem ,,Toxon“ und dabei 
auch ,,Toxoiden‘‘. Diese Anschauung ist von v. Calcar (1904), Morgenroth 
(1904), v. Dungern (1904) und Bechhold (1919) unterstiitzt worden. 

Dagegen heben Arrhenius und Madsen (1906) hervor, daB das Diphtherie- 
gift homogen und von chemisch definiertem Charakter sei. 

In einer friiheren Arbeit hat einer von uns (Walbum, 1909) eine Tat- 
sache angefiihrt, die hier weitere Aufschliisse geben kann. Er bemerkte, 
da8 bei verschiedenen Bakteriengiften, besonders bei dem Staphylolysin, 
die Giftwirkung durch Zusatz von Pepton bedeutend erhéht wird, wihrend 
die zerriebenen Bakterien selbst ziemlich ungiftig sind. Er stellte die Hypo- 
these auf, daB aus den Bakterien nicht das Toxin, sondern ein ungiftiges 
,»,Protoxin sezerniert wird, das durch Anlagerung von Albumosemolekiilen 
das Toxin gibt. In einer vor kurzem publizierten Arbeit (Walbum 1923) 
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zeigt er an Hand gréBSeren experimentellen Materials, da diese Beob- 
achtung auch auf Diphtheriebazillen zutrifft. 

Ahnliche Gedanken sind von Morgenroth und Pane (1906) und Morgen- 
roth (1912) ausgesprochen. 

Moglicherweise ist die von Delezenne (1902), Ky¢s und Sachs (1903), 
Morgenroth und Pane untersuchten Lecithinwirkung auf die Schlangen- 
himolysine von ahnlichen Natur. 

In einer vorlaufigen Mitteilung entwickeln Moloney und Hanna (1921) 
auch einen ahnlichen Gedankengang. Sie auBern: ,,A non-toxic substance 
may be produced during the period of cell-division, which is transformed 
into toxin, or this non-toxic substance acts on some constituents of the 
broth and produces toxin.“ Davis und Ferry (1919) sind bei dem Studium 
iiber verschiedene Bedingungen fiir die Toxinproduktion zu der SchluB- 
folgerung gekommen: ,,The results obtained favour the belief, that the 
Diphtheria Toxin is not a synthetic product but rather a catabolic substance 
elaborated by B. Diphtheria only in presence of certain aminoacids and 
accessory factors; the latter probably of vitamine character“. 

Abt und Loiseaux (1922) diskutieren ebenfalls die Frage nach der 
Bildung des Diphtherietoxins in folgender Weise: Sie stellen die zwei 
Méglichkeiten auf: ,,Est-elle (das Diphtherietoxin) un produit de sécrétion 
ou d’excrétion du microbe, résultat fatal de la vie microbienne quel que soit 
l'aliment offert, ou bien tire-t-elle son origine d’un élément du milieu que le 
bacille améne 4 un stade déterminé de desintegration ou de transformation ?* 

Die angefiihrte Literatur zeigt, daB iiber die Entstehungsweise des 
Diphtherietoxins keine Einigkeit herrscht. Viele Theorien sind aufgestellt 
worden, ohne daB die eine oder die andere bevorzugt werden kann oder 
so gut experimentell begriindet ist, daB sie allgemein angenommen werden 
konnte. 

Was nun die chemische Natur des Diphtherietoxins anlangt, so wissen 
wir hieriiber ebensowenig. Die heutigen chemischen Methoden versagen, 
wenn es sich um ein so schwieriges Problem handelt. Doch haben wir durch 
Anwendung verschiedener Methoden immerhin einige Anhaltspunkte 
bekommen, die etwas Licht auf das Problem werfen kénnen. 

Der Proteincharakter des Diphtherietoxins wurde zuerst ziemlich 
allgemein angenommen, so z. B. von Uschinsky (1893), Brieger und Frankel 
(1890), Wassermann und Proskauer (1891), Dziersgowski und Rekowski 
(1892). Spater machten Brieger und Boer (1896) geltend, da8 das Diphtherie- 
toxin kein Proteinstoff sei, und daB sie Zinktoxinverbindungen rein dar- 
gestellt hatten; aber Walbum hat es wahrscheinlich gemacht, daB hier 
ein Irrtum vorlag (Madsen 1908). Gamaleja hielt das Toxin fiir ein Nucleo- 
proteid. Salkowski (1922) meint, daB man sowohl Toxin wie Antitoxin 
eiweiBfrei bekommen kann. 

Ob das Toxin ein EiweiSstoff ist oder nicht, laBt sich unmédglich ent- 
scheiden. Jedenfalls hat man es immer zusammen mit Proteinstoffen oder 
dessen Spaltprodukten, von denen es sich nicht trennen lat, gefunden. 

Fiir die MolekiilgréBe des Diphtherietoxins haben wir einige Anhalts- 
punkte durch einige Diffusions- und Dialyseversuche. Auch Salzfallungen 
lassen hieriiber Schliisse zu. 

Das Diphtherietoxin fallt nahezu quantitativ mit der Albumosefraktion 
(Madsen 1909). 

Schon Roux und Yersin haben gefunden, da das Diphtherietoxin 
durch Pergament, aber kaum durch Collodium diffundiert. Dasselbe haben 
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Brieger und Frankel (1890), Wassermann und Proskauer (1891), v. Calear 
(1904) und Rémer (1905) gefunden. Dies deutet also darauf hin, daB das 
Diphtherietoxin eine kleinere MolekulargréBe als die echten Proteine. 
aber eine bedeutend gréBeve als die leicht dialysierbaren Stoffe besitzt. 

In neuerer Zeit hat Bechhold (1919) einige Versuche iiber die Ultra. 
filtration von Diphtherietoxin veréffentlicht. Er teilt den Hhrlichschen 
Standpunkt, der die Existenz von ,,Toxin‘** und ,,Toxon‘t annimmt. Er 
zeigt, daB Ultrafiltra, die noch Spuren von Hiamoglobin durchlassen, das 
Diphtherietoxin zuriickhalten kénnen. Aber er weist auch darauf hin, 
da8 es nicht médglich ist, hieraus Schliisse iiber die MolekulargréBe des 
Diphtherietoxins zu ziehen, weil das Diphtherietoxin ein stark absorbier- 
barer Ko6rper ist, dessen Zuriickhaltung durch das Ultrafilter nur teilweise 
dureh die Enge der Poren bedingt wird. 

In ahnliche Richtung weisen die interessanten Versuche von Arrhenius 
und Madsen hin (s. Arrhenius: Immunochemie 1904) iiber die Diffusion 
des Diphtherietoxins durch Gelatine. Wenn ungiftige Mischungen von 
Toxinantitoxin tiber eine Gelatinesiule geschichtet wurden, so diffundierte 
das Toxin viel schneller als das Antitoxin, was auf ein relativ kleines 
Molekulargewicht des Toxins schlieBen 1aBt. 

Uber die Zerstérung des Diphtherietoxins bei verschiedenen Tempe- 
raturen und Wasserstoffionenkonzentrationen liegt ein groBes Material 
vor, Arrhenius und Madsen (1903 und 1906), Walbum (1922). 

Uber den Einflu8 von proteolytischen Enzymen auf das Diphtherietoxin 
liegen viele altere Angaben vor. Die meisten Autoren haben gefunden, 
daB proteolytische Enzyme sowohl tierischen wie pflanzlichen Ursprungs 
das Toxin sehr schnell zerstéren. Neuerdings ist dies auch von Dernby 
und Siwe (1922) bestatigt worden. Sie fanden, daB das Trypsin das Diph- 
therietoxin sehr schnell zerstért. Eine ahnliche Wirkung hatten auch die 
in den zerriebenen Diphtheriebazillen vorhandenen proteolytischen Enzyme. 

Auch eine neue Arbeit von Warden, Connell & Holly (1921) muB erwahnt 
werden. Diese Verfasser erkliren kategorisch, daB das Diphtherietoxin 
eine Fettsubstanz sei, und behaupten, man kénne durch geeignete 
,»kolloidale“ Mischungen von gewohnlichen Fetten und Bouillon ein wahres 
Diphtherietoxin synthetisieren. 


b) Theoretische Anschauungen iiber die Natur der Toxine. 


In aller Kiirze miissen wir hier auch einige Ansichten iiber die Natur 
des Diphtherietoxins erwahnen, die sich bei theoretischen Verfassern finden. 
Es scheint, als hatte man es fiir unméglich gehalten, mit rein chemischen 
Methoden das Toxinproblem angreifen zu kénnen. Neuerdings ist man 
daher ziemlich allgemein zu der Ansicht iibergegangen, daB die giftigen 
Wirkungen physikochemischen Verhiltnissen, d. h. Oberflachenspannung. 
TeilchengréBe, Dispersionsgrad usw. zuzuschreiben sind, d. h. man hat 
einen ,,kolloidchemischen*‘ Gesichtspunkt auf das Problem angelegt. Als 
Vertreter dieser Anschauung kénnen Pick, Abderhalden, Morgenroth, Bordet, 
Traube, Vaughan, Nicolle u. a.m. genannt werden. 

So auBern u. a. Traube (1911), daB ,,die chemische Natur der Stoffe 
fiir die Spezifizitatserscheinungen ganz bedeutungslos ist‘‘, und Morgenroth 
(1917), daB die Immunitatslehre ein Gebiet ist, ,,zu dem vorliufig keine 
Briicke aus der Chemie fiihrt“. 

Betreffend Pick (1912) sei hervorgehoben, daB nach seiner Meinung 
die Toxine wirkliche chemische Substanzen, und zwar von EiweiScharakter 
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sind, eventuell Spaltprodukte von EiweiB, und daher nicht rein ,,kolloid- 
chemisch‘‘ angesehen werden kénnen. Wir wollen nicht in Abrede stellen, 
daB solehe Umstinde, wie die TeilchengréBe, Dispersionsgrad, Oberflachen- 
spannung usw., von Bedeutung sein kénnen. Aber es ist nicht’ sicher, 
da® eine ,,kolloidchemische** Erklarung des Toxinproblems ausreichend sein 
kann. Denn eine kolloidchemische Erklarung kann nur qualitativ sein, 
heweisen kann man jedenfalls nicht viel damit. Schon Arrhenius, Sjdkvist, 
Bredig u. a. haben gesagt, daB die EiweiBstoffe amphotare Elektrolyten 
sind. Und zu einer Zeit, wo Forscher, wie S. P. L. Sdérensen (1919), 
Wo. Pauli (1920), J. Loeb (1922), Michaelis (1914) u. a., gezeigt haben, 
daB die EiweiBchemie, die einst als das Hauptgebiet der Kolloidchemie 
galt, sich sehr wohl durch die allgemeinen chemischen Gesetze von Massen- 
wirkung, Dissoziation usw. erklaren laBt, scheint es unzweckmabig, hin- 
sichtlich serologischer Probleme ein ausschlieBlich ,,kolloidchemisches* 
Gedankengebiude beizubehalten. 

Eine eigentiimliche Theorie hat der Amerikaner Vaughan entwickelt 
(1914). Er auBert iiber die Toxine im allgemeinen: ,,Das Gift stellt eine 
Gruppe im Proteinmolekiil dar, es existiert in allen wirklichen Proteinen, 
in pathogenen und nicht. pathogenen Bakterien, es ist ein Abbauprodukt 
des Proteinmolekiils‘* usw., und schlieBlich behauptet er: ,,das tétende 
Gift in allen ansteckenden Krankheiten ist immer ein und dasselbe“. Selbst 
wenn man zugeben mu, daB diese einfache Theorie geistreich ist, scheint 
sie doch schon a priori ein wenig schwach begrindet! 

Einen ahnlichen Gedankengang zeigten Nicolle und Mitarbeiter (1919). 
Sie nehmen an, daB das Toxin aus zwei Komponenten besteht, ,,l’élément 
actif et élément antigéne. Le premier a un ou plusieurs composés chimique 
simples ou rélativement simples, le second a un substratum colloidal, 
qui favorise le jeu de ces composés parce-qu’il multiplie leur surface 
d’attaque“. Sie nehmen nicht wie Vaughan an, daB die totende Substanz 
eine und dieselbe ist, sondern stellen drei verschiedene solche ,,Grund- 
gifte* auf. 

Diese Verfasser sind als typisch dafiir genannt, wie man theoretisch 
gesehen die Bakteriengifte auffaBt. 

Demgegeniiber stehen die interessanten Arbeiten von Landsteiner 
(1918), der die Arbeiten von Pick und Obermaier weitergefiihrt und 
anscheinend experimentell wahrscheinlich gemacht hat, da8 die antigenen 
Eigenschaften von speziellen relativ einfachen chemischen Verbindungen 
herriihren. 


c) Toxinbildung und Wasserstoffionenkonzentration. 


SchlieBlich muB noch erértert werden, in welchem Zusammenhang 
Toxinbildung und Wasserstoffionenkonzentration stehen. In der Aalteren 
Literatur ist diese Frage vielfach diskutiert worden, und wir verweisen 
hierfiir auf den Aufsatz von Madsen (1908). 

In neuerer Zeit, wo die Sérensensche Lehre von den Wasserstoffionen- 
konzentrationen auf dem Gebiet der Bakteriologie zur Anwendung gekommen 
ist, wurde dieses Problem von v. Gréer und Sruka (1918) Bunker (1919), 
Dernby und Davide, Davide und Dernby (1921), Walbwm (1922) und Dernby 
und Siwe (1922), Hartley (1922), Hall (1922) und Sordelli und Werniche (1921) 
aufgenommen. Bunker hat die etwas unvorsichtig formulierte Ansicht aus- 
gesprochen, daB, wenn eine gewisse Alkalitaét, p,, = 8 bis 8,3 erreicht ist, 
das Toxin ein Maximum zeige, daB es dagegen bei héheren Alkalinitaten 
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zerstort werde. Durch Kontrolle der p, kénne man daher die giinstigste 
Toxinmenge erhalten. Schon Arrhenius und Madsen (1906) haben gezeict, 
da8 im sauren Gebiet das Toxin sehr rasch zerstért wird, etwa am Neutral. 
punkt am stabilsten ist und im alkalischen Gebiet nur allmahlich der 
Zerstérung anheimfallt. In den Untersuchungen von Walbum (1922) liegen 
viele Tatsachen betreffs der Stabilitét des Diphtherietoxins bei ver. 
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen vor. 

Wahrend Hartley und Hall gewissermaBen die Bunkersche Auffassung 
stiitzen, sind Davis (1919) und neuerdings Loiseaux und Abt (1922) dagegen 
aufgetreten. Ihre SchluBfolgerung lautet: ,,La condition essentielle pour 
préparer une toxine diphthérique trés active est de posséder un bon milieu, 
Si l'on n’obtient avec certains milieux que des resultats irréguliers, ce 
n’est parce-que la réaction initiale est mal ajustée, c’est parce-que la com. 
position du milieu n’est pas parfaite“. 

Was den letzten Satz anbelangt, so kann man dem ohne weiteres 
beistimmen. Was dagegen den ersten betrifft, da8 namlich die Wasserstoff- 
ionenkonzentration tiberhaupt in keiner Beziehung zur Toxinbildung 
steht, so ist es nach den Untersuchungen der zitierten Autoren iiberfliissig, 
eine derartige Ansicht zu widerlegen. Der Irrtum Bunkers ist, daB er die 
Wasserstoffionenkonzentration als die primaire Ursache der Toxinzerstérung 
angesehen hat. Aber die erhéhte Alkalinitaét ist wahrscheinlich nur eine 
sekundire Erscheinung, die von der durch die proteolytischen Enzyme 
der Diphtheriebazillen verursachten Spaltung der Proteinstoffe im Nahr- 
substrat herriihrt. Dies wurde in der Arbeit von Dernby und Siwe (1922) 
hervorgehoben und daselbst gezeigt, daB die geheimnisvolle Zerstérung 
des Diphtherietoxins wahrscheinlich nicht in erster Linie von der erhéhten 
Alkalinitaét, sondern von den Wirkungen der proteolytischen Enzyme 
der Diphtheriebazillen herriihrt. 


In der hier folgenden Arbeit werden wir das Problem von der 
Bildung des Diphtherietoxins aufnehmen und besonders zeigen, in 
welcher Beziehung dieser Vorgang zu dem Eiweifstoffwechsel der 
Diphtheriebazillen steht. 


II. Versuchsmethode und Bemerkungen. 
a) Die angewandten Bakterienstamme. 

Es wurden zwei Diphtheriebazillenstémme verwendet, und zwar 
teils der im hiesigen Institut geziichtete Park-Williams Nr. 8, teils der im 
Bakteriologischen Institut des Schwedischen Staates zu Stockholm rein- 
geziichtete, ,,Kling B“ genannte, welche unten kurzerhand mit P oder K 
bezeichnet werden. Zur Aussaat dienten 24stiindige Bouillonkulturen; 
fiir die einzelnen Versuche ist eine einheitliche Nomenklatur eingefiihrt 
worden; so bedeutet z. B. ,,ITI P 9°‘ Bazillen, die 9 Tage in einer mit III 
bezeichneten und mit Park 8 geimpften Bouillon geziichtet worden sind. 
Beide Stémme sind als gute Toxinbilder bekannt. 

Um die Menge der Bazillen zu bestimmen, sind zwei Methoden benutzt 
worden; nach der einen wurden die Bazillen abfiltriert, in Kochsalzlésung 
aufgeschwemmt und zentrifugiert, worauf der Riickstand mit Alkohol- 
aither getrocknet und dann gewogen wurde; nach der anderen wurde von 
den Bazillen eine gleichférmige Suspension in Kochsalzlésung — 
und in dieser der Gesamtstickstoff bestimmt. 
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Die Methoden kénnen jedoch beide nicht als véllig einwandfrei angesehen 
werden, weil bei den vielen Manipulationen wohl immer einige Bazillen 
verloren gehen, wodurch das Resultat beeintrachtigt wird, andererseits 
enthalt die abfiltrierte Masse auBer Bakterien noch ausgeschiedene Protein- 
kérper, Mg- und Ca-Salze u. dgl., weshalb die diesbeziiglichen Zahlen nur 
als Annaiherungswerte angesehen werden kénnen. 

Das Wachstum wird in einigen Fallen durch die Zeichen +, ++ 
oder ++-+ angegeben. 

b) Die Ndahrbouillon. 

Zwei verschiedene Arten von Nahrbouillon wurden benutzt, und 
zwar teils die von Walbum (1922) empfohlene kolivergorene, glucosehaltige 
Bouillon, teils die von Davide und Dernby (1921) verwendete mittels Hefe 
vergorene, trypsingespaltene zuckerfreie Bouillon. Diese Bouillons wurden 
folgendermaBen dargestellt: 

Bouillon nach Walbum. 10 kg frisch geschlachtetes Kalbfleisch werden 
zerkleinert und in 10 Liter Wasser von 37° geriihrt, worauf 30 ccm einer 
24 Stunden alten Kultur von Bac. coli zugesetzt werden und das Ganze die 
Nacht tiber im Brutschrank stehen gelassen wird. Die Mischung wird 
dann gekocht, das Fleisch abgepreBt und nochmals mit 10 Liter Wasser 
gekocht und ausgepreBt. Nach Mischen der beiden Extrakte werden 1,5% 
Pepton Witte, 0,5% Kochsalz und 0,1 % Glucose hinzugefiigt, mit normaler 
Natronlauge bis py 7,4 bis 7,6 alkalinisiert und im Autoklaven behandelt, 
worauf die py etwa 7,1 bis 7,4 betragt. 

In einigen Fallen wurde keine Glucose zugesetzt. 

Bouillon nach Davide-Dernby. 10 kg frisch geschlachtetes Kalb- 
fleisch werden zerkleinert und in 20 Liter Wasser geriihrt. Nach Zusatz 
von 200 g PreBhefe wird es im Brutschrank bei 37° waihrend 6 bis 10 Stunden 
einer Géirung unterworfen. Nach Ablauf dieser Zeit wird normale Natron- 
lauge bis zur Erreichung des Neutralpunktes und ferner 5 g Trypsin zu- 
gesetzt. Die Mischung bleibt dann die Nacht iiber bei 37° stehen und wird 
am nachsten Tage gekocht, filtriert und der Fleischriickstand ausgepreBt. 

Der Trypsinzusatz erfolgt aus zwei Griinden; teils werden dadurch weit 
groBere Mengen EiweiBabbauprodukte gewonnen, was fiir das Wachstum 
der Diphtheriebazillen giinstig ist, teils wird der sonst schleimige Extrakt 
leichter filtrierbar. Zum Extrakt werden nun 1,5% Pepton Witte und 
0,5% Kochsalz getan, die py mittels normalen Alkali auf 7,0 bis 7,2 
gebracht, und die Bouillon im Autoklaven behandelt. Die py wird durch 
das Autoklavieren wenig beeinfluBt, doch wird sie mitunter ein bischen 
hoher. 

Die im folgenden in grdBerem MabSstabe hergestellten Bouillon- 
praparationen sind: 

ly GesamtsN 

. Kolibouillon mit + 0,1% Glucose. ...... . 5,95 
II. Kolibouillon + 0,1% Glucose. ........ . 4,20 

». MEBTOLPYPRIMDOUTNON: 60 66 ee ce oe ew ew 2 CWO 

. Kolibouillon ohne Glucose ......... . - 5,35 

« PAOROUR YORI OUMIOP Lo oie koe, ey cee 6 OS 

. Kolibouillon ohne Glucose .......... . 3,89 

. Hefetrypsinbouillon ........++ ++ + « 4,60 


Welche von diesen den Vorzug verdient, ist schwer zu sagen. Doch 
muB bemerkt werden, daB es von Wichtigkeit ist, daB die Versuchskulturen 
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an die Bouillon gewéhnt worden sind, in der sie Toxin produzieren sol|en 
(Dernby und Siwe, 1922). 

Wenn Zucker anwesend ist, muB die initiale Alkalinitat so hoch gesetzt 
werden, daB die nachfolgende Sauerung nicht fatal wirken kann. Ist kein 
Zucker anwesend, so ist es zweckmiaBig, die Bouillon zu Anfang nicht 7 
viel alkalinisiert zu haben, indem die vorwiegende Reaktionsveranderung 
dann eine erhéhte Alkalinitaét wird. 


c) Verdnderungen in der Bouillon wahrend der Sterilisation. 

Betreffs dieser Frage verweisen wir auf folgende Arbeiten: Mud, 
(1917), Foster und Randall (1921), Dernby und Allander (1921), Walbum 
(1922 a und b), Wolf (1921) w.a., 

Zusammenfassend kann folgendes gesagt werden. Wenn das Fleisch 
ein wenig Zucker enthalt oder wenn Zucker besonders zugesetzt worden 
ist, so wird die Wasserstoffionenkonzentration stets (von py = 6 aufwarts) 
erhoéht, d. h. py sinkt. Wenn man dagegen mit zuckerfreier Bouillon arbeitet, 
kann es geschehen, daB py steigt, wie dies Dernby und Davide (1921) gezeigt 
haben. 

Fin anderes Problem ist, wie sich die Zusammensetzung der Stickstoff- 
verbindungen im Niahrsubstrat wahrend der Sterilisation verindert. 
Diese ist auch von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig, bei welcher 
gearbeitet wird, was aus der nachstehenden Zusammenstellung erhellt. 


Tabelle I. 


Veranderungen in den Bouillons durch die Behandlung im Autoklaven. 
Fleischextrakt, kolivergoren, ohne Pepton. 














Nicht alkalinisiert Alkalinisiert 





vor Autokiav. nach Autokiav. vor Autoklav. | nach Autoklav. 


ee ae wt eee Gree 
236 g/L. | 2,44 g/L. | 2,36 g/L. | 2,13 g/L. 
os2 , | O82 , ae, 
Davon NH,-N ... ee ee ig th ee 


Es geht hieraus hervor, daB, wenn die Sterilisation bei alkalischer 
Reaktion vor sich geht, die merkbarste Verinderung darin besteht, dali 
eine nicht unbetrachtliche Menge freien Ammoniaks entweicht. 

Es ist daher notwendig, sowohl die Wasserstoffionenkonzentration 
des Nahrsubstrates als auch die chemische Zusammensetzung des letzteren 
nach der Sterilisation zu bestimmen. 


d) py-Bestimmungen. 

Die Bestimmungen der Wasserstoffionenkonzentration sind nach der 
kolorimetrischen Methode von Sérensen ausgefiihrt unter Benutzung der 
Indikatoren von Clark und Lubs (Sérensen 1909, Michaelis 1914 und Clark 
1920). 

e) Der ,,Pufferindex™. 

Um die Alkalinitat bzw. Aziditaét einer Lésung zu priifen, bestimmte 
man friiher, wieviel Normalalkali der Saéure nétig war, um die Lésung 
auf eine bestimmte Wasserstoffionenkonzentration zu bringen. Diese 
Methode ist in den letzten Jahren durch eine andere verdriingt worden, 
namlich durch die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration. 
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Die alte Methode hat jedoch immer noch einen gewissen Wert. Sie 
sagt naémlich aus, wieviel Saiure oder Alkali die Lésung aufnehmen muB, 
um ihre Reaktion auf einen gewissen Betrag zu verandern. Diese Frage 
hat besonders J. H. Brown (1921) untersucht. Im folgenden sind auch 
einige Versuche iiber das ,,Puffervermégen* einiger Diphtheriebouillons 
ausgefiihrt. Die Versuchsmethode ist folgende: 

Zuerst wird das py der Bouillon festgestellt und darauf zu 10 cem 
Bouillon so viel n/10 NaOH getan, daB py genau = 8,0 wird. Diese Zahl 
wird ,,Reservesiure’’ genannt; ferner wird pro 10 ccm Bouillon so viel 
n/10 HCl zugesetzt, daB eine py von 5,0 erreicht wird, welche Zahl als 
,.Reservealkali‘* bezeichnet wird, wahrend die Summe dieser beiden Zahlen 
den ,,Pufferindex’ gibt. 


f) Stickstoffbestimmungen. 
l. Der Gesamtstickstoff. 


Der Gesamtstickstoff wird nach der Folinschen Mikromethode (Folin 
und Wu, 1919) bestimmt: 

0,2 bis 0,5 cem von der Bouillon werden in ein Reagenzrohr von Quarz 
(150 em lang, 20 cm breit) gebracht, 1 cem Schwefelsiuremischung (100 ccm 
konzentrierter Schwefelsiiure + 300ccm  konzentrierter Phosphorsiiure 
(spez. Gew. 1,71) + 10 ccm einer 
6proz. Kupfersulfatlésung + 10cem 
Wasser) zugegeben, auf einer Mikro- 
flamme erhitzt, bis alles Wasser %,-freie luff == ur 
verdampft ist, und dann noch drei met Ya ol 
bis sechs Minuten weiter erhitzt, 
bis sich die Lésung vollig geklart 
hat. Die Lésung wird mit 20 ccm 
destillierten Wassers verdiinnt, in 
eine kleine Waschflasche gebracht 
und 1g festes Natriumoxalat und 
10cem etwa 8n Natriumhydroxyd- 
lésung zugefiigt. Um Schaiumen  Abb.1. Apparat.zur Bestimmung von NH). 
za verhindern, wird eine Mischung 
von Paraffind] und Octylalkohol zugesetzt (s. Abb. 1). Dann wird ein 
Luftstrom durchgesaugt und das freie Ammoniak in n/50 Schwefelsaiure 
aufgefangen. Nachher wird mit n/50 Natriumhydroxyd zuriicktitriert. 
Das Natriumhydroxyd wird jedesmal frisch zubereitet unter Anwendung 
von n NaOH und CO,-freiem destillierten Wasser. 

Folin benutzt die etwas einfachere Methode, durch Nesslerisierung 
das Ammoniak kolorimetrisch zu bestimmen. Doch sté8t man bei dieser 
Methode zurzeit auf gewisse Schwierigkeiten (flockige Priazipitate usw.). 
Ebenso wie Kendall (1922) haben wir uns deshalb an die Luftstrommethode 
gehalten. Wenn die Nesslerisierung gebraucht werden soll, mu die 
Nesslerlésung genau nach Folins Methode gemacht werden. 

Der Luftstrom mu8 ziemlich rasch durchlaufen. Im allgemeinen 
geniigt eine halbe Stunde, um nahezu alles Ammoniak iiberzutreiben; wir 
haben aber etwa 2 Stunden gebraucht. Es mu8 jedoch immer mit Nesslers 
Reagens kontrolliert werden, ob kein Ammoniak zuriickgeblieben ist. 
Jegliche Spur von Ammoniak zu entfernen, ist ziemlich schwierig. Doch 
hat eine schwach gelbe Nuance im Riickstand bei der Nesslerisation 
praktisch sehr wenig zu bedeuten. 
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2. Mit Wolframs&aure fallbarer Stickstoff. 


10 cem der Bouillon werden genommen und in einen MeBkolben von 
100 cem gebracht, etwa 60 cem destilliertes Wasser, 10 ccm einer 10 proz. 
Natriumwolframatlésung und 7ccm n Schwefelséiure zugesetzt, gut ge. 
schiittelt und bis zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Der Mei}. 
kolben wird mit einem Korkstopfen verschlossen und iiber Nacht stehen- 
gelassen. Am nachsten Tage wird durch ein Faltenfilter filtriert, und in 
2 bis 10 ccm des klaren Filtrates der Stickstoff nach der Folin-Methode 
bestimmt. 

Kendall (1922) nennt durchgehends den mit Wolframsaure fallbaren 
Stickstoff ,,Proteinstickstoff‘‘. Doch ist dies kaum berechtigt, denn die 
Wolframsaure fallt nahezu alles, mit Ausnahme der Aminoséiuren und der 
einfachsten Peptide. Das Ideale wire eine Methode, durch welche nur 
Proteinstoffe und Albumosen gefallt werden, dagegen nicht Peptone und 
Polypeptide. Eine solche Methode fehlt aber noch. In der Tat sagt die 
Folin-Methode mdglicherweise nicht besonders mehr aus als die Formo|- 
methode Sérensens. Im folgenden wird der Stickstoff, der mit Wolfram- 
siure gefallt wird, mit. ,,Wo-fallbarer N“ und derjenige, der in Lésung 
bleibt, mit ,,Rest-N‘‘ bezeichnet. 


3. Der Aminostickstoff. 


Zur Bestimmung des Aminostickstoffs ist die Sérensensche Methode 
(Jessen-Hansen, 1910) angewendet worden. Da nahezu alle die hier in Frage 
kommenden Proben Kohlensiure oder Phosphorséure enthalten, ist es 
notwendig, dieselben zuerst wegzuschaffen. In einer friiheren Arbeit von 
Dernby (1917) ist die Methode auch ausfiihrlich beschrieben. 

Die Formoltitration wurde folgendermaBen ausgefiihrt: 20 ccm 
Bouillon wurden in einen 50 ccm fassenden MeBkolben gebracht, ferner 
wurden 2 ccm einer konzentrierten Bariumchloridlésung, 0,05 cem Pheno!- 
phthaleinlésung und normale Natronlauge bis zur deutlichen Rotfairbung 
zugetan und der Kolben schlieBlich mit destilliertem Wasser bis zur Marke 
gefiillt und kraftig geschiittelt. Darauf wurde die Mischung einige Stunden 
sich selbst iiberlassen, bis die iiber dem Niederschlag stehende Fliissigkeit 
vollig klar wurde. 

Die Probe wird jetzt rasch durch einen Faltenfilter filtriert, dem roten 
Filtrat 25cem entnommen (10ccem der urspriinglichen Bouillon ent- 
sprechend) und mittels n/10 Salzsiure unter Benutzung von Lackmus- 
papier auf py = 7 gebracht, dann werden 5 ccm einer mit Natriumhydroxyd 
neutralisierten (schwache Rotfairbung mit Phenolphthalein) Formol- 
mischung zugetan und mit n/10 Natronlauge bis zur Rotfarbung (py = 8,5 
bis 8,7) titriert. Werden accm n/10 NaOH verbraucht, so erhalten die 
10 ccm a = 1,4mg Aminostickstoff. 

Kendall auBert merkwiirdigerweise, daB er die Formolmethode als die 
am wenigsten sichere ansehe. Wir glauben jedoch sagen zu kénnen, dai 
diese Methode die genaueste ist, zugleich diejenige, die am meisten iiber dic 
proteolytischen Vorginge aussagt, jedoch nur unter der Voraussetzung, 
daB sie streng vorschriftsmaBig ausgefiihrt wird. 

Die Entfernung der Phosphorsiure ist eine ziemlich verwickelte Prozedur. 
Fir rein praktische Zwecke kann man daher oft davon absehen und einfach 
so verfahren: 10 ccm der Bouillon werden auf py = 7 gebracht, unter 
Anwendung von Lackmuspapier als Indikator, 5 cem einer Formolmischung 
werden zugefiigt und dann mit n/10 NaOH bis zu deutlicher Rotfarbung 
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yon Phenolphthalein titriert (py = 8,5 bis 8,7). Freilich erhalt man durch 
diese Methode keine Zahlen, die zur streng quantitativen Analyse gebraucht 
werden kénnen. 

4. Der Ammoniakstickstoff. 


Der Ammoniakstickstoff ist nach Folin bestimmt worden. 1 bis 5 ccm 
der Bouillon werden in ein Reagenzglas oder Zylinder von etwa 30 ccm 
gebracht, etwas festes Natriumoxalat, 5ccm einer gesittigten Natrium- 
carbonatlésung und einige Tropfen einer Mischung von fliissigem Paraffin 
und Octylalkohol (um ein Schaiumen zu verhindern) zugesetzt und bei 
Zimmertemperatur ein rascher Luftstrom 2 Stunden lang hindurchgesaugt. 
Das Ammoniak wird in n/50 Schwefelsiure aufgenommen. Es kann dieselbe 
Versuchsanordnung wie fiir die Bestimmung von Gesamtstickstoff benutzt 
werden. 

{) Bestimmung der proteolytischen Vorgdnge. 
1. Nomenklatur der proteolytischen Enzyme. 

Betreffs der Nomenklatur’) der proteolytischen Enzyme herrscht eine 
gewisse Verwirrung. Im folgenden werden folgende Bezeichnungen kon- 
sequent gebraucht (Bradley 1922, Dernby 1922): 

Primdre Proteasen: Solche Enzyme, die natives Eiwei8 bis zu Peptonen 
spalten und in saurer Loésung wirksam sind (Pepsinasen). 

Sekunddre Proteasen: Solche, die denaturierte EiweiBstoffe und Peptide 
bis zu Aminosiiuren spalten und in alkalischer (bzw. neutraler oder schwach 
saurer) Lésung wirksam sind (Tryptasen). 

Tertidre Proteasen oder Ereptasen, die Peptide zu Aminosiiuren spalten 
und in alkalischer Lésung wirksam sind. 


2. Die Gelatineprobe. 


Wir haben uns der Fermischen Methode in der Modifizierung von 
Palitzsch und Walbum (1912) bedient. In friiheren Arbeiten von Dernby 
(1917, 1918) ist die Methode auch beschrieben. Tabelle II zeigt ein Beispiel 
von der Zusammensetzung solcher Gelatinemischungen. 


Tabelle II. 


Zusammensetzung der Gelatinemischungen. 


2cem Stammgelatinelésung + n NaOH (HCl) + Wasser = 10 ccm. 
Als Antiseptikum Thymol. 





Z 


cemn HCl cemn NaOH | 


0,02 
0,09 
0,2 
0,3 
0,5 
9 0,7 
10 0,9 


SHAG wd — 


1) Oppenheimer (1923) hat sich gegen diese Klassifizierung gewendet. 
Wenn eine andere, einfache Klassifizierung sich geben kann, werden wir 
gern dieselbe annehmen. 
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Mit dieser Methode kénnen primaire Proteasen (pepsinaéhnliche Enzyn 
wie auch stark wirkende Enzyme zweiter Ordnung (Tryptasen) festgeste||t 
werden. 

3. Die Peptonprobe. 
Tabelle III gibt die Zusammensetzung der Peptonmischungen an. 


Die zu untersuchende Substanz wurde zu 10 cem der Mischung zugesetzt, 


in den Brutschrank gestellt und bei 37° stehengelassen. Zu gewissen 


Zeiten wurden dann die Kolben dem Brutschrank entnommen und der 


gebildete Aminostoff nach der Formolmethede bestimmt. 


Tabelle IIT. 
Zusammensetzung der Peptonmischungen. 
10cem 4proz. Wittepepton + n NaOH (HCl) + Wasser = 40 ccm. Als 
Antiseptikum eine Mischung von Toluol, Chloroform und Thymol. 





Nr. i cemn HCl com n NaOH Pu Ausflockung 


3,4 
4,2 
5,0 
5,7 
6.3 
6,9 
0,2 7,5 
05 8,0 
a 1,2 8,6 


SlSsery 
itr os 


| | 
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Absolute Sterilitaét kann man bei diesen Versuchen nicht erzielen. 
Als Schutzmittel wurde jedoch in allen Fallen eine Mischung von Chloro- 
form, Toluol und Thymol (ungefahr 0,5) zugesetzt. Immer wurden fiir 
die gleichen Zeiten Kontrollreihen aufgestellt; in keinem Falle konnten 
wenigstens wahrend der ersten 24 Stunden fremde Bakterien wahrgenommen 
werden. 

g) Toxinpriifungen. 

Die im folgenden gebrauchten Toxine sind ebenso wie die Bazillen 
einheitlich bezeichnet worden. So bedeutet z. B. ,,[II P. 9°° ein Toxin 
von Bouillonpraparation III mit Park 8 eingesit und.nach 9 Tagen ent- 
nommen. 

Die Starke des Toxins wurde an Meerschweinchen von 250 g Gewicht 
gepriift. Als D.m.1. (Dosis minima lethalis) wurde diejenige Menge be- 
zeichnet, die eben ausreichte, um in 4 Tagen ein solches Tier zu toéten. 


Ill. Stickstoffverinderungen und Toxinproduktion wahrend des Wachstums 
der Diphtheriebazillen. 

In den Arbeiten von Bunker (1919), Dernby und Davide (1921). 
von Walbum (1922), von Hartley (1922) und Hall (1922) liegen eine 
ganze Anzahl der Hauptsache nach iibereinstimmende Angaben iiber 
die Beziehungen zwischen Wasserstoffionenkonzentration und Toxin- 
bildung wahrend des Wachstums der Diphtheriebazillen vor. Schon 
lingst hatte man diesen Zusammenhang bemerkt (Spronck 1895, 
Madsen 1909), und die Beobachtungen kénnen so zusammengefalst 
werden, daB Toxinbildung nur dann erwartet werden kann, wenn die 
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3ouillonkulturen alkalisch wurden. Bunker gibt auch an, daB die 
groBte Toxinmenge vorhanden sei und die Ziichtung dann abgebrochen 
werden sollte, wenn die Wasserstoffionenkonzentration py = 8 oder 
etwas mehr erreicht. Wird das Nahrsubstrat noch mehr alkalisch, so 
wird das gebildete Toxin zerstért. Aber in einigen von Walbums 
Versuchen sieht man, daB die gréBte Toxinmenge schon bei niedrigerer 
pu erreicht werden kann. Walbum macht darauf aufmerksam, daB es 
60 kaum die Hydroxylionen allein sein 
% Stickstef kénnen, welche die sehr rasch ver- 
laufende Toxinzerstérung in Bouillon- 
Wo -fiillbares N kulturen bewirken. 
In der Arbeit von Dernby und 
Siwe (1922) wurde bereits hervor- 
gehoben, das die erhéhte Alkalinitat 


an und fiir sich keine primaire Er- 
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Abb. 2. Verianderungen in Diphtherie- Abb. 3. Veranderungen in Diphtherie- 
kulturen (s. Tabelle IV). kulturen (s. Tabelle VII). 


scheinung sein kann, sondern von sekundirem Charakter sein mub. 
Das Primiire sind aller Wahrscheinlichkeit nach die proteolytischen 
Vorgiinge in den Diphtheriebazillen, sei es in vivo oder bei der Auto- 
lyse. In der genannten Arbeit ist auch gezeigt worden, daB die Toxin- 
zerstérung mit dem EiweiBzerfall in der Kulturfliissigkeit zusammenfallt. 

Im folgenden Abschnitt werden wir daher gleichzeitig die Ver- 
inderungen von Wo-faillbarem Amino- und Ammoniakstickstoff, 
Wasserstoffionenkonzentration und Toxingehalt in den Diphtherie- 
bazillenkulturen von Tag zu Tag verfolgen. 

Wir haben fiinf solche Versuchsreihen aufgestellt, und zwar mit 
verschiedenen Bazillen und verschiedenen Bouillons. Die Resultate 
sind in den Tabellen IV bis VIII und den Abb. 2 und 3 wiedergegeben. 








K. G. Dernby u. L. E. Walbum: 


Tabelle IV. Veranderungen in Diphtheriekulturen. 


Bouillon I (Koli) + 0,1 Zucker. Gesamtstickstoff = 5,95g im Liter, 
Bei 37° mit Bacill. ,,Park 8*‘ geimpft. Bouill 





,Pufferindex* 5 Stickstoff Toxinstarke 


Bemerkungen 


Z 

“" 
‘Nach 
Tagen 


Rests| Rest: Amino-| Davon || D.m.1 | Ein 


Pal wy 
; Index a f 
saure| alkali) | fallbarer N| N N HgeN cem | heiten 


| 


1,20 0,4011,60'7,35' 590 | 198/70 | — | — 
1.00 0,55/1,55 7:10 58,0 | 200) 7.0 | 0,07 | 14. Spitliche Mem. 


H branbildung 


1,30 0,30/1,60'7,45 58,0 | 21,8 7,0 | 0.01 | 100) Kraftige, Mem. 


| branbildung. 
1,65 — |1,65'8,10 545 | 23,3 | 0,005 200 

1,75, — |1,75 8,30) 52,2 25,0 ; 0,005 | 200 

(185 — |1,858,40, 51,0 | 264 82 0,006! 170 

1,90 — |1,90 8.45, 490 267 8, 002 50 

1,95| — |1,95'8,50; 47,1 | 267 83 0,01 100 
1,95, — (1,95 8,50 47,1 27,1 | 86 |>0,02 < 50 


ecornawnrk whe 


Tabelle V. Verdnderungen in Diphtheriekulturen. 
Bouillon II (Koli) + 0,1% Zucker. Gesamtstickstoff = 4,20 g im Liter. 
Bei 37° mit Bacill. ,,Park 8° geimpft. 








| % Stickstoff | Toxinstirke 
Pu | sate = od }_ 
|| Amino.N | Davon D. m. |. 


Bemerkungen 
NHN so | Einheiten 





7,4 26 | 63 — — 
7, 23,0 | 63 > 0,2 <5 Membranbildung 


; fangt an. 
7,3 23,0 | 68 | 0,04 | 25 Dicke Membran. 
7,5 248 | 68 | 0,008 125 
7,8 30,2 8,2 | 0,006 | 170 
Si 7 336 | 305 0,008 | 125 
8,3 33,5 10.8 0,01 100 
8,3 $48 | 108 4 0,01 100 " 
84 | — — | 0,02 50 
8,4 ie es ee 0,02 50 dab 
8,5 360 | 112 0,04 25 nicht 
86 | 360 | 108 0,08 | 125 Davi. 


Tabelle VI. Veranderungen in Diphtheriekulturen. kates 
Bouillon III (Hefe und Trypsin). Gesamtstickstoff = 6,90 g im Liter. auch 
Bei 37° mit Bacill. ,,Park 8“ geimpft. Wen: 
SS ; ——EE 38 — —- -— . —~ kann 
i! Op Stickstoff Toxinstarke devel 

Nr. || Nach Tagen Pu r és giiscantte : 
| falloaee N| AminoN | AVR Pm | Binheiten trati 
———————— a ——_— —— = Frag 





WCeBAQDKSWwW Ne 














| 
7,0 | 65,0 =A : po : 
72 1 O68. | (BS I , 5 , 
76 | 618 | 20 | 7, 0,015 | 70 erste 
80 | 608 | 324 t 0,004 250 kein 
82 | 598 36,0 Y 0,007 | 140 lange 
84 | 59,0 37,6 0015 | 70 vif 
8,6 59,0 | 37,6 0,002 50 echo 
87 -| “S79: } ° 37s 0,005 20 von | 
Bi 





SIO Whe 
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Tabelle VII. 
Veranderungen in Diphtheriekulturen. 


Bouillon IIT (Hefe und Trypsin). Gesamtstickstoff = 6,90 g im Liter. 
Bei 37° mit Bacill. ,,Kling B“ geimpft. 





9/5 Stickstoff Toxinstarke 


Nr. ||Nach Tagen | Pu — 
Wor | : Davon D. m. 1. ear 
fallbarer N | Amino-N NHN ane Einbeiten 





7.0 65.0 | 282 > it ae aes 
7,1 65.0 | 282 5,7 | 001 | 100 
74 | 629 29.4 | 7,1 | 0,005 200 
78 58.3 30,6 | 9.5 0,0017 | 600 
8,2 58,3 35.6 | 104 0.004 | 250 
8,3 58,0 37,2 | 108 0,004 | 250 
8,4 56,5 380 | 116 | 001 | 100 
8.5 54,0 330 | 118 | 002 | 6&0 


SAS orwnwre 
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| 
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Tabelle VIII. 
Veranderungen in Diphtheriekulturen. 


Bouillon nach Douglas-Hartley. Gesamtstickstoff = 3,46 g im Liter. 
Bei 37° mit Bacill. ,,Kling B“ geimpft. 





Toxinstarke 
Nach Tagen | %% Amino-N _ || 
D. m. L. Einheiten 


| 29,0 -- a 
| 29.0 oe _ 
313 0,007 ccm 143 
| 34.2 | 0,003 , 330 
| a 0015 . 68 

Wenn wir zuerst die Toxinkurven betrachten, so ist es auffallend, 
daB sie alle ein Maximum aufweisen. Dieses Maximum ist jedoch 
nicht an eine bestimmte py gebunden. Wie gesagt, haben sowohl 
Davis und Ferry (1920), als auch Abt und Loiseaux (1922) sich sehr 
kategorisch gegen die Auffassung von Bunker gewendet und ebenso 
auch gegen die allgemeine Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration. 
Wenn nun auch die Auffassung Bunkers nicht aufrecht erhalten werden 
kann, miissen wir uns immerhin vergegenwiartigen, daB es doch nur 
durch die Einfiihrung des Sérensenschen Wasserstoffionenkonzen- 
trationsbegriffs méglich geworden ist, einen tieferen Einblick in diese 
Fragen zu gewinnen. 

Sowohl Abt und Loiseaux wie Hartley haben berichtet, daB im 
ersten Falle mit Martin-Bouillon, im zweiten mit. Douglas-Bouillon, 
kein solches Toxinmaximum auftritt, sondern die Toxinstirke sich 
langere Zeit konstant erhalt. Was Hartley anlangt, so hat er die Toxin- 
priifungsmethode von Rémer und Sames (1909) in der Modifikation 
von Glenny und Allen (1921) benutzt. Seine Versuche sind daher mit 
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den unserigen nicht direkt vergleichbar. Tabelle VIII zeigt einen 
Versuch mit Hartley-Douglas-Bouillon, und die Toxizitit (gemessen 
an der D. m. |. fiir 250 g Meerschweinchen) durchlauft auch bei diese: 
Versuche ein Maximum. 

Es mag wohl sein, daf Nahrbouillons bereitet werden kénnen. 
in denen das Toxin sich konstant erhalt, doch haben die beiden Ver. 
fasser der vorliegenden Arbeit bei einer groBen Anzahl von Beob. 
achtungen stets ein Maximum und dann eine allmahliche Abnahme 
der Toxizitaét festgestellt. 

Betrachten wir aber die Stickstoffverinderungen, so ergibt sich, 
daB diese in enger Beziehung zur Toxizitaét stehen. Aus Griinden, 
die im vorigen Abschnitt dargelegt sind, sehen wir von den Bestim- 
mungen des mit Wolframsiaure fallbaren Stickstoffs ab und betrachten 
diese Methode hauptsichlich als eine Kontrolle fiir die Formolstickstoff- 
bestimmungen. Das gréBte Gewicht legen wir auf die Bestimmung 
des Stickstoffs nach der Sérensenschen Formolmethode. Die Ver- 
anderungen des Ammoniakstickstoffs sind auch verhiltnismaBig gro} 
und lassen darauf schlieBen, daB auch in den Diphtheriebazillen Des- 
amidasen vorhanden sind. 

Die vermehrte Formolstickstoffmenge ist ein Zeichen fiir dic 
gesteigerte proteolytische Tatigkeit der Diphtheriebazillen. In samt- 
lichen Fallen sehen wir, da in den ersten Stadien dieser proteolytischen 
Tatigkeit die Toxizitét zunimmt; sobald aber die Proteolyse fort- 
schreitet, durchlauft die Toxizitaét ein Maximum und sinkt dann 6fters 
auBerordentlich schnell. Es ist somit naheliegend, eine gewisse Be- 
ziehung zwischen der proteolytischen Tatigkeit der Diphtheriebazillen 
und der Toxinbildung anzunehmen. 

Wie Dernby und Siwe hervorgehoben haben, kann man sich dic 
Zerstérung des Toxins als eine Wirkung von seiten der proteolytischen 
Enzyme der zerfallenden Bazillen denken. 

Was die py-Kurven anbelangt, so sehen wir, daB sie ziemlich 
parallel mit den Aminostickstoffkurven verlaufen. In den Fallen, 
wo Zucker anwesend ist, sinkt zuerst das py, um nachher zu steigen. 
Ist kein Zucker vorhanden, so bleibt dieses Minimum aus. Wolf (1922) 
glaubt, auf ziemlich schwachen Griinden, daB dieses Phinomen davon 
herrithrt, daB zuerst fliichtige Sauren — werden, die nachher 
in Carbonaten verwandelt werden. 

In einem Falle (Tabelle IV) ist auch der ,,Pufferindex“, ,,Reserve- 
siure“ und ,,Reservealkali angegeben. Es ist ziemlich selbstver- 
stindlich, daB der Pufferindex vergréBert wird, je tiefer die Spaltung 
geht. Fir diese speziellen Untersuchungen scheint jedoch die Be- 
stimmung dieser GréSen vorliufig nur nebensichlich zu sein. 
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Bei der Berechnung der Stickstoffanalysen haben wir die Annahme 


| gemacht, daB die Diphtheriebazillen selbst keinen Stickstoff aus der 


Bouillon aufgenommen haben. Dies kann offenbar nicht richtig sein. 
Aber wie Tabelle IX, wo wir die Bazillen aus verschiedenen Kulturen 
abfiltriert, zentrifugiert, mit NaCl-Lésung gewaschen, gewogen und 
den Stickstoffgehalt derselben bestimmt haben, zeigt, betriagt der 
Stickstoffgehalt in den Bazillen nur einige Prozent (weniger als 5%) 
des Gesamtstickstoffs der Bouillon. 


Tabelle IX. 


Die Menge der Diphtheriebazillen in Bouillonkulturen. 
Uberall typische Membranbildung. 

















— at rie eee 
‘ Trockengewicht | Stickstoff in der se Vechalinis sum Total 
Kultur pro Liter Bouillon pro Liter | stickstoff der Bouillon 


é “a 
0,183 | 43 


0,145 | 3,5 
0,163 | 42 


Was die Genauigkeit dieser Zahlen anbelangt, so muB zunichst 
gesagt werden, da% bei den mannigfaltigen Manipulationen ein kleiner 
Teil der Bazillen verloren gegangen ist; dieser Verlust wird aber dadurch 
kompensiert, da8 mit den Bazillen etwas auskristallisiertes Ammonium- 
Magnesiumphosphat mitgerissen ist. Die Analysenzahlen kénnen 
daher nur annahernd richtig sein. Jedenfalls zeigt die kleine Prozent- 
zahl, daB man in diesem Falle von dem Stickstoff der Bazillen ab- 


sehen kann. 


Anhang: Verdnderungen in Tetanuskulturen. 

Bekanntlich verhalt sich das Tetanustoxin etwas anders als das 
Diphtherietoxin in bezug auf seine Haltbarkeit in den Kulturen. Wah- 
rend das Diphtherietoxin bald zerstért wird, wenn die Kulturen allzu- 
lange im Thermostaten stehengelassen werden, scheint die Inkubations- 
zeit in bezug auf das Tetanustoxin keine so bedeutende Rolle zu spielen 
(s. Hisler und Pribram 1908). Man kann sogar das Toxin starker machen 
dadurch, daS man Tetanusbazillen in altem Toxin, dem etwas frische 
Bouillon zugesetzt ist, wiederum wachsen laBt. Die Aussagen friiherer 
Autoren lassen demnach darauf schlieBen, daB das Tetanustoxin in 
den Bouillonkulturen relativ haltbar ist. 

Wir haben in Zusammenarbeit mit Dr. C. Reymann eine im folgen- 
den beschriebene analoge Versuchsreihe mit Tetanuskulturen aus- 
gefiihrt, wie wir sie oben mit Diphtherie angestellt haben. 
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Die angewendeten Bazillen waren fakultativ aerob und stammitey 
aus dem Listerinstitut in London. Die Bouillon wurde folgendermaticy 
bereitet (Dernby und Allander 1921): 

Frisch geschlachtetes feines Kalbfleisch wird in der Hackmaschine 
zerkleinert. Zu 5 kg Fleisch werden 10 Liter Leitungswasser zugesetzt 
und die Mischung tiber Nacht im Eisschrank stehengelassen. Am 
nachsten Tage wird die Mischung 1 Stunde lang auf 60°C erwarmt. 
worauf filtriert wird. Zum Filtrat wird 1,0% Pepton (Witte) und 
0,5% Kochsalz zugesetzt. Alsdann wird die Bouillon mit Natrium. 
hydroxyd oder Natriumcarbonat — im allgemeinen braucht man zu 
10 Liter etwa 40g Kristallsoda — neutralisiert und die Alkalinitit 
so bestimmt, daB sie etwa py = 8 entspricht. Die Bouillon wird 20 
bis 30 Minuten gekocht. Hierdurch entsteht eine starke Triibung. 
Die Alkalinitaét wird nun in folgender Weise genau justiert. Etwa 
50 ccm werden herausgenommen, filtriert und abgekiihlt. Die Wasser. 
stoffionenkonzentration wird in gewéhnlicher Weise in 10 ccm Bouillon 
bestimmt (s. unten) unter Benutzung von Phenolsulfonaphthalein als 
Indikator und Sérensenschen Phosphatmischungen als Vergleichs- 
fliissigkeiten. Wenn die Probe nicht py = 8 zeigt, setzt man so viel 
wries n/10 NaOH oder HCl zu, dab 

lmnostickstofr ‘ . . 
PE ee pu genau gleich 8 wird. Eine 
einfache Rechnung ergibt nun, 
wieviel NaOH oder HCl zu 
der ganzen Bouillonmenge zu- 
gesetzt werden muB, um die 
gewiinschte Alkalinitaét zu er- 
halten. 

Die Kolben wurden mit 
Toxmstarke (1:ML QD) einer Schicht Paraffinédl auf 

5 game der Oberfliche sterilisiert und 
durch Einstich einer sterilen 
100} Pipette unter diese Schicht 
a 30 eingesait. Die Inkubation er- 
Abb. 4. Verinderungen in ‘peiiidaidadibeoee folgte bei 37°. Proben wurden 

zu den in Tabelle X ange- 
gebenen Zeiten steril entnommen. Die Toxinstirke wurde in gewohn- 
licher Weise an 15 bis 20g Mausen bestimmt. Ebenso wurde pg und 
der Aminostickstoff bestimmt. Betreffs der letzteren Bestimmungen 
sei hervorgehoben, daB sie ohne Wegschaffung der Phosphorsaure aus- 
gefiihrt wurden, weshalb die Resultate durchweg etwas zu hoch sein 
diirften. 

In Tabelle X und Abb. 4 ist das Resultat dieses Versuches ver- 
zeichnet. : 
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Tabelle X. 
Reaktionsinderungen in Tetanuskulturen. 


Anaerobe Ziichtung unter Paraffinlager. Englische Stiimme. Bei 37°. 
Gesamtstickstoff pro Kubikzentimeter Bouillon 3,20 mg. 





Toxinstarke 


Nach Tagen | Py 0, AminosN 1) 
D. m. 1. 1:D.m.1. 


18,0 me 
26,0 0,005 200 
28,0 0,0005 2 000 
32,0 0,0004 2 500 
32.0 0,00004 25 000 
35.0 0.00004 25 000 
38,0 on oes 

40,0 0,00004 25 000 
45,5 0.00004 25 000 
46.5 0,00005 20 000 
46,5 0,00002 50 000 
49,9 0.00003 33 000 
49,9 0,00005 20 000 
48,0 0.00002 50 000 


Was die py-Kurve anbelangt, so ist es dieselbe wie bei Diphtherie- 
kulturen in zuckerhaltiger Bouillon. Dagegen ist die Vermehrung an 
Aminostickstoff bedeutend stirker als bei Diphtheriekulturen, was 
darauf hindeutet, daB die Tetanusbazillen bedeutend mehr proteo- 
lytisch aktiv sind als die Diphtheriebazillen. 

Was schlieBlich die Toxinkurve anbetrifft, so ist diese ganz anders 
als die entsprechenden Kurven fiir das Diphtherietoxin, die wir oben 
mitgeteilt haben. Ein ausgepriigtes Maximum scheint nicht vorzu- 
liegen, vielmehr scheint das Tetanustoxin sich sehr lange konstant 
zu halten, trotz des starken Abbaues der EiweiBstoffe der Bouillon. 

Dieser Umstand kann als Grundunterschied zwischen dem Tetanus- 
und dem Diphtherietoxin hervorgehoben werden. 


IV. Toxinbildung in Bouillons von verschiedener Zusammensetzung. 

Schon in der Einleitung wurde hervorgehoben, welche groBe Rolle 
die Zusammensetzung der Stickstoffnahrung fiir die Toxinbildung der 
Diphtheriebazillen spielt.. Eine besonders umfangreiche Diskussion 
hat die ,,Peptonfrage‘ verursacht. 

Alle Versuche, unter Benutzung von synthetischen Nahrsubstraten 
starkes Toxin zu erzeugen, scheinen mifgliickt zu sein. Von den Ver- 
suchen von Uschinsky (1893), Guinochet (1892) und Hadley (1907), die 
ein entgegengesetztes Resultat aufweisen, kann man nicht sagen, dab 
sie ganz einwandfrei sind. 


1) Diese Zahlen sind wahrscheinlich etwas zu hoch, aber der Fehler 
ist in sémtlichen Bestimmungen derselbe. 
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Aus den Versuchen der iibrigen in der Einleitung diesbeziiglic 
zitierten Autoren geht hervor, da8, um Toxin zu erhalten, unbedingt 
héhere EiweiBabbauprodukte, wie Albumosen und Peptone, erforderlich 
sind. Dagegen kann in sogar gréBtenteils synthetischen Nahrsw)). 
straten gutes Wachstum eintreten. 

Die beiden Vorginge, Wachstum und Toxinbildung, miissen daher 
voneinander getrennt gehalten werden. 


Tabelle XI. 
Wachstum von Diphtheriebazillen in verschiedenen Bouillons. 
Stamm ,,Park 8. Temperatur 37°. p, = 7,1 bis 7,4. 








Wachstumsgrad nach Stunden 
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In der Tabelle XI ist dies veranschaulicht. 

Im folgenden sind einige Versuche iiber die Toxinbildung in 
Bouillons von verschiedener Zusammensetzung ausgefiihrt und in der 
zusammenfassenden Tabelle XIII zusammengestellt. 

Es mu8 hervorgehoben werden, daB diese Versuche nur als ,,Stich- 
proben“ aufzufassen sind. Denn um vollstindige Reihen zu erhalten, 
miiBte man die Toxinbildung in den simtlichen untersuchten Nahr- 
substraten von einem Tage zum anderen verfolgen. Das wiirde jedoch 
eine zu groBe Verschwendung mit Versuchstieren bedeuten. Es ist 

_tibrigens noch ein Faktor vorhanden, der in Betracht gezogen werden 
mu8: die spezielle Anpassung der Diphtheriebazillen. Es ist a priori 
nicht sicher, da8 ein Diphtheriebazillus, der durch viele Generationen 
an Wittepepton gewoéhnt ist, auf einem Nahrsubstrat mit einem anderen 
Pepton gedeihen und Toxin produzieren wird. 

Wir miissen daher immer den unberechenbaren Faktor: ,,die Ver- 
anderungen der Bazillen selbst‘ beriicksichtigen. 

Aber diese Stichproben geben doch einen Fingerzeig, welche 
Faktoren es sind, die fiir die Toxinproduktion in Frage kommen. In 
Nr. 1, 2, 3, 4, 5a, 7a und 8a treffen wir vorerst einige Bouillons mit 
ungespaltenem Wittepepton an. Es sind saimtlich groBe Betriebs- 
kulturen (12 bis 30 Liter). In simtlichen ist eine gute Toxinbildung 
eingetreten. 


Bouillon + Wittepepton | + 
Bouillon -++- gespalt, I 


j 
Wittepepton ..../ + | 
Bouillon + Pepton | 
| 
| 
| 


Chapoteaut. 1 + 
Bouillon + Park-Davis- | 


a, 
Bouillon + synthetisches | 
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Besonders instruktiv sind die Versuche 5b und 6b, wo wir mit 
den obigen identische Bouillons angewendet haben, nur mit dem Unter- 
schied, daB das Pepton vorher mit Trypsin gespalten worden ist. In 
7b ist die ganze Bouillon durch Erepsin gespalten. Den Versuch 5a 
und b werden wir naher beschreiben: 24 Liter von zuckerfreier Koli- 
bouillon ohne Pepton wurden hergestellt. Zu dem einen Teil wurde 
wie gew6hnlich 1,5°% Wittepepton zugesetzt, zu dem anderen Teil 
genau die gleiche Menge Wittepepton, das jedoch vorher durch Trypsin 
16 Stunden bei 37° gespalten war. Die beiden Bouillons enthielten 
also dieselbe Menge Gesamtstickstoff und dieselbe Menge Fleisch- 
extraktivstoffe, nur die Peptidstickstoffmenge war verschieden. Die 
Bouillons wurden in Kolben von 700 ccm gleichmaBig verteilt und 
jeder Kolben mit derselben Menge Diphtheriebazillen geimpft. Wachs- 
tum trat sehr bald ein, vielleicht etwas friiher in den Kolben mit ge- 














Nach 9 Tagen wurde die Ziichtung abgebrochen. Das Wachstum 
war in beiden ungefahr dasselbe. Dagegen war der Unterschied im 
Toxingehalt bedeutend. In der Bouillon mit ungespaltenem Pepton 
war die minimale lethale Dosis fiir ein 250 g-Meerschweinchen 0,001 ccm, 
in der anderen 0,008 cem, d. h. in der ersten Bouillon hatte sich achtmal 
soviel Toxin gebildet wie in der zweiten. 



















Tabelle XII. 


Zusammensetzung verschiedener Peptone. 

























Nr. | Namen Pu hisaitoecssss 
i} Amino-N NHN 
1 | Witte 7,2 112 Spuren 
2 | Dasselbe mit Trypsin gespalten | = 29,1 45 
3 | hapoteaut 5,4 30,0 2.3 
4 | Park-Davispepton 5,6 36,2 2,4 
5 | Martin _ 17,6 4,2 











In diesen drei Fallen ist es.also unbestreitbar, daB die Toxinproduk- 
tion dadurch stark vermindert wird, daB das zugesetzte Pepton proteo- 
lytisch gespalten worden ist. Diese Resultate decken sich auch voll- 
stindig mit denjenigen von Hida (1908), Teruuchi und Hida (1912), 
Robinson und Retiger (1918), Dernby und Siwe (1922) u. a. Durch 
die proteolytische Spaltung werden die Peptonmolekiile, die beim 
Wittepepton hauptsichlich aus Albumosen bestehen, in kleinere 
Stiickchen gespalten. Unter der hypothetischen Annahme, daB das 
Toxin aus dem Albumosemolekiil stammt, wiirde diese Tatsache eine 
einfache Erklirung erhalten. Fir die Toxinbildung scheint jedenfalls 
eine solche Spaltung der Peptone nachteilig zu sein. 
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Aber in bezug auf das Wachstum ist das Umgekehrte der Fail, 
wie unter anderem Davide und Dernby (1921), Dernby und Siwe (1922 
und Hartley (1922) gezeigt haben. Fiir das Wachstum scheint eine 
vorherige Spaltung der Bouillon vorteilhaft zu sein, und wir haben 
vorgeschlagen, dies durch den relativen Mangel an extrazellulir wirken- 
den proteolytischen Enzymen bei den Diphtheriebazillen zu erklaren. 

Um eine Bouillon zu erhalten, die sowohl gutes Wachstum als 
auch Toxinbildung gestattet, muB also teils ziemlich viel von Amino- 
siuren und anderen tieferen Abbauprodukten von Proteinen anwesend 
sein, teils auch ungespaltene Albumoseketten. 

Hartley hat dasselbe in nuce gefunden, da er bei Herstellung seiner 
Pferdefleischbouillon zuerst Trypsin zusetzt, aber davor warnt, das 
Trypsin zu lange (6 Stunden) einwirken zu lassen, weil dadurch die 
Toxinbildung beeintrichtigt werde. 

In den Versuchen der Tabelle 13, 8a bis c, haben wir Bouillons 
mit demselben Fleischextrakt, aber mit verschiedenen Peptonen her- 
gestellt; Tabelle XII gibt die Analysen der angewandten Peptone 
wieder. 

Wir ersehen aus 8a, da in der Bouillon mit ungespaltenem Witte- 
pepton die Toxinmenge sehr groB war, min. leth. Dosis etwas kleiner 
als 0,001 com. Dagegen hatte sich in allen anderen Bouillons, sowohl 
mit Pepton Chapoteaut und Park-Davispepton, als auch mit einem 
synthetischen Geinisch von Glykokoll, Alanin, Asparagin, Tyrosin, 
Cystin und Am-lactat sehr wenig Toxin gebildet. In simtlichen Proben 
war Wachstum eingetreten, und die Membranbildung erfolgte am 
schnellsten in den aminostickstoffreichsten Substraten (s. Tabelle X1). 

Was die beiden anderen Peptone ,,Pepton Chapoteaut und ,,Park- 
Davispepton anbelangt, so haben sie in diesem Falle sehr wenig 
Toxin erzeugt. Aus der Tabelle XII ersieht man, daB diese Peptone 
einen bedeutend héheren Aminostickstoffgehalt haben als das Witte- 
pepton, d. h. sie sind tiefer abgebaut als das Wittepepton. 

Walbum (1922) hat gezeigt, daB ein Fleischextrakt mit Pepton 
Chapoteaut viel weniger Toxin als dasselbe mit Wittepepton gibt. 

Man ist jedoch nicht berechtigt, aus diesen Versuchen den Schlul} 
zu ziehen, daB diese Peptone zur Toxindarstellung unbrauchbar sind. 
Es ist sehr wohl méglich, daB mit anderen Bazillen, die daran gewéhnt 
sind, Toxinbildung zustande kommen kann. 

Was den Ansatz Nr. 8b in Tabelle XIII anbetrifft, so bestand 
er aus derselben Bouillon mit ungespaltenem Wittepepton + 0,1°, 
kristallisiertem Cystin. Nach Davis (1918) sollte nimlich Cystin sehr 
férderlich auf die Toxinbildung einwirken. In diesem Falle war sowohl 
das Wachstum in der Cystinbouillon als auch besonders die Toxin- 
produktion viel kleiner als in cystinfreier Bouillon. 
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Auch haben wir bei anderen Versuchen gefunden, daB mit Salv- 
siure gespaltenes Haar, das viel Cystin enthilt, zu Diphtheriebouillo:, 
hinzugefiigt, keine Toxin vermehrenden Eigenschaften zu haben schein'. 
Selbstverstindlich kénnen aus solchen vereinzelten Versuchen keinc 
absoluten SchluBfolgerungen gezogen werden, aber so lange die Davis. 
schen Cystinbefunde nicht bestiatigt sind, ist es wohl am sichersten. 
sich diesen gegeniiber abwartend zu verhalten. 

Nr. 9 gibt einen Versuch wieder, wo wir anstatt Fleischextrak 
einen solchen von autolysierter Hefe gebraucht haben. Bekanntlich 
sind neuerdings Hefenextrakte zu bakteriologischen Nahrbéden_ be- 
sonders empfohlen worden, so z. B. von Kister (1921). 

2kg Brennereihefe wurden mit HCl etwas angesiuert, 2 Lite: 
Wasser zugesetzt und die Mischung 16 Stunden im Thermostaten bei 37° 
stehengelassen, dann aufgekocht, die Hefe abgepreBt und die Lésung 
auf 6 Liter gebracht, 1,5°% Wittepepton, 1 % NaCl und so viel NaOH zu- 
gesetzt, daB py = 7,0 wurde, dann auf Flaschen gefiillt und sterilisiert. 

Das Wachstum in dieser stickstoffreichen und dunkelgefiarbten 
Bouillon war auBerordentlich iippig und das gebildete Toxin nicht 
unbetrachtlich. Dieser Versuch zeigt, daB Hefe méglicherweise das 
teure Fleischextrakt ersetzen kann. Vielleicht lieBe sich das Pepton 
auch aus Hefe herstellen. 

In 10 haben wir eine Martin-Bouillon gepriift. Diese Bouillon 
hat sich seit langer Zeit als ein vorziiglicher Nahrboden erwiesen 
(Martin 1898, Abt und Loiseaux 1922, Dean 1907, Penfold 1921 u. a.). 
Das Fleischextrakt wurde wie gewéhnlich hergestellt, aber das Pepton 
nach den Vorschriften Martins durch Digestion von Schweinemagén 
bereitet. Aus Tabelle XII geht hervor, daB dieses Pepton ebenso wie 
das Wittepepton nur wenig gespalten ist. 

Auch mit dieser Bouillon haben wir ein befriedigendes Toxin erhalten. 

Besonders interessant ist die Arbeit von Hartley (1922), der seit 
vielen Jahren mit ,,Douglas‘‘-Bouillon gearbeitet hat. Diese Bouillon 
besteht aus Pferdefleisch; es wird kein Pepton zugesetzt, sondern die 
Peptone werden durch teilweise Spaltung mit Trypsin erzeugt. Dic 
Methode ist folgende: 

150 g zerkleinertes Pferdefleisch wird mit 250 cem Wasser vermischt 
und bis auf 80° erwairmt. Dann werden 250ccm 0,8% Soda zugesetzt 
und die Temperatur auf 45° gebracht. Alsdann werden 5 ccm Chloroform 
und 1 g Trypsin zugesetzt, worauf die Mischung 6 Stunden bei 37° stehen- 
gelassen wird. Danach wird so viel Salzsiure zugesetzt, daB py = 8 wird, 
¥, Stunde erhitzt, bis alles Chloroform entwichen ist, und filtriert. Dann 
auf Flaschen gefiillt und sterilisiert. 


Hartley gibt als Mittelanalyse an: 


Gesamt-N pro Liter 
Amino-N pro Liter 
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Nach ihrer prozentischen Zusammensetzung nahert sich also die 
Douglas-Hartleysche Bouillon den von uns angewandten. 

Ein Nachteil dieser Bouillon ist, daB sie ziemlich schlecht filiriert. 
Der Zucker ist zum gréBten Teil vergoren. Mit dieser Bouillon hat 
Hartley dauernd gute Toxine erhalten. Wie oben gezeigt ist, mu8 
man sich jedoch vorsehen, daB die Spaltung nicht zu weit geht. 

Unter ékonomischem Gesichtspunkte ist diese Bouillon sicher eine 
der wohlfeilsten, die tiberhaupt hergestellt werden kénnen, und sie 
dirfte daher besonders bei Toxinfabrikation in gréBerem Mafstabe 
zu beachten sein. 

Bei der Praparation, die wir ausgefiihrt haben, wurde sowohl 
gutes Wachstum als auch gute Toxinbildung beobachtet. 


Selbstredend ist eine gute Toxinproduktion nicht an einen ein- 


zelnen Bouillontypus gebunden. Es kénnen auch Priparationen von 


anderen Typen ein ebenso gutes Toxin abgeben. 

So viel kann doch zusammenfassend gesagt werden, da die héheren 
Abbawprodukte der Proteine, wie Albumosen und Peptone, notwendig 
sind, um das Toxin zu erhalten. 


V. Die Zerstérung des Diphtherietoxins bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration. 

Zu dieser Frage findet sich besonders in den Arbeiten Walbums 
(1922) wie auch Dernbys und Siwes (1922) ein aufklirendes Zahlen- * 
material. In schwach saurer 
Lésung (unter pq = 6) wird das [#0 tie nheiten. 
Toxin sehr rasch  zerstort, 5 pene 
zwischen py =6 und py = 8 
ist es am stabilsten, und bei 
hoherer Alkalinitit tritt Zer- 
stérung, wenngleich relativ lang- 
sam, ein. Die allgemeine Form 
dieser Zerst6rungskurve des 
Toxins ist schon vor langer Zeit AAI 
von Arrhenius und Madsen m2 § SRD 7 Toxins. 
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ausgefiihrt sein. Unter diesem Gesichtspunkte haben wir diese Frage 


hier nachstehend wieder aufgenommen. 
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Zu einem Toxin wurden wechselnde Mengen Natronlauge oder 
Salzsiure zugesetzt, so daB gewisse bestimmte \py-Werte erhalten 
wurden. - Dann wurden diese Mischungen in den Thermostaten bei 
37° gestellt und nach gewissen Zeitabschnitten die Toxizitat wie auch 
der Gehalt an Aminostickstoff gepriift. 

Tabelle XIV und Abb. 5 geben die Resultate dieser Versuche 
wieder, 


Tabelle XIV. 


Die Stabilitat des Diphtherietoxins bei verschiedenen py. 


80cem Toxin (III, K. 9) + NaOH(HCl) + Wasser = 100cem. Toluol 
und Chinosol als Antiseptika. Seepeceive 37° 





Freigemachter 
Pu nach es |Aminostickstoff inmg) D.m.|. fiir 250g Meerschweinchen 
||  Auss te om mg nach 
vrasaw-on bite flockung | fincihibeel AGREE | FY GU VO or nee ei 
oO |, 4 | 16 || 14 | 16 im Anfang| 16 Stdn | 4 Tagen | 16 Tagen 
Tag. | Tag.) Tag. | ! sede. Tagen el | ecm ocen cem | ccm 


3,6 36 36. o | [0007/+o5! — 
44.44 46 06 | 00017; +05 > — 
53/53/65/++4+| 11/18 | 00017;\+05) — | 
59 60 4 11 | 2,0 | 00017, +02) >05|) — 
64 6.4 | 0 | 07 | 11 | 00017; — | Oo1 | 002 
7,1 7,1 0,2 | 0,4 00017. — | 0004 | 001 
0 | 02 
0 0 
1/0 |0 


| 7 


b] ’ 


7,9 7,7 (00017 — — 0,004 | 0,008 
00017 — | 0,003 | 0,005 
0,0017 0,012 | 0,007 | 0,01 


’ 


OBIS r Whe 


| 
| 
| 
| 


84/83 82] + | 
(90/88 86) | 
Was die Sterilitét der Toxinmischungen anbelangt, so wurde 
diese nach 16 Tagen untersucht, wobei keine sichtbare Bakterien zu 
entdecken waren. Als Antiseptikum wurde sowohl Chinosol als auch 
‘Toluol angewendet. 

Die Toxizitaét zeigt, im groBen gesehen, dieselben Veranderungen 
wie in den Versuchen, die Walbum publiziert hat. In saurer Lésung, 
unter py = 6, wird das Toxin sehr schnell zerstért, und zwar bedeutend 
schneller als in alkalischer Lésung. 

Diese schnelle Zerstérung in saurer Lésung kénnte méglicherweise 
als eine Dissoziationserscheinung gedacht werden, obgleich aus diesen 
Versuchen keinerlei Beweise dafiir vorliegen. Aber die Versuche, 
welche Michaelis und Dernby (1921) betreffs der Giftwirkung von 
Chininderivaten ausgefiihrt haben, legen eine Parallele nahe. In diesem 
Falle beruhte die Giftigkeit auf der undissoziierten Base; die Alkaloid- 
ionen waren dagegen -ungiftig. 

E. E. Atkin (1914) hat wie bekannt die Hiimolysine als amphotire 
Elektrolyten angesehen. 

Sehen wir den neugebildeten Aminostickstoff an, so ist es klar, 
daB das Diphtherietoxin autolysiert werden kann, wenngleich ver- 
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haltnismaBig schwach. Wir haben die Analysen nach der Formol- 
methode gemacht, und um so genaue Werte wie méglich zu erhalten, 
zu jeder Analyse 25 ccm Toxin angewandt. Siamtliche Analysen sind 
Differentialanalysen, d. h. das urspriingliche Toxin, das Toxin nach 
4 und nach 16 Tagen, wurden gleichzeitig mit denselben Reagenzien 
analysiert. Die Differenzen sind daher unbestreitbar, und selbst wenn 
der Versuchsfehler 25°, betragen sollte, wiirde dies die allgemeine 
Form der Kurve nicht verindern. Die Autolyse ist offenbar am stirksten 
in schwach saurer Lésung, zwischen py = 5 bis pq = 6. In alkalischer 
Lésung ist sie praktisch gleich Null. 

Betrachten wir die ,,Ausflockungskurve“, so sehen wir, daB sie 
zwei Maxima hat, eines um py = 5 herum, das dem isoelektrischen 
Punkt fiir die meisten der Komponenten der Bouillon gut entspricht, 
teils eines wenngleich weniger ausgepriigt in alkalischer Lésung. Be- 
sonders auffallend ist die Parallelitaét zwischen Ausflockung und proteo- 
lytischer Tatigkeit. 

Aber die Autolysenkurve fallt auch innerhalb des py-Gebietes 
ein, wo das Toxin am schnellsten zerstért wird. Es lieBe sich daher 
ein Zusammenhang zwischen der Autolyse und der Toxinzerstérung 
denken. Was das Tetanustoxin anbelangt, so verliuft die Zerstérungs- 
kurve ungefihr wie beim Diphtherietoxin, was Dernby und Allander 
(1921) gezeigt haben. 


Wir begniigen uns damit, die vorstehend berichteten experimentellen 
Befunde darzulegen. Festzustellen, ob die Toxinzerstérung in saurer 
Lésung auf einer Dissoziationserscheinung oder auf einer proteolytischen 
Wirkung oder auf beiden oder auf noch anderen Faktoren beruht, 
mu kinftigen Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


Roux und Yeroin ebenso Morgenroth geben an, daB die Schwichung des 
Diphtherietoxins im sauren Gebiet reversibel sei. Um dies zu priifen, 
haben wir folgende Versuche ausgefiihrt. 

Zu 400 cem eines Toxins (7/,99, Chinosol) enthaltend, wurden 28 ccm 
n-HCl zugesetzt, so daB py = 4 wurde. Die Mischung wurde sich selbst 
bei Zimmertemperatur iiberlassen, im ersten Faille A, 4 Stunden, im zweiten 
B, 24 Stunden. Es entstand ein geringer Niederschlag, der durch Neutrali- 
sierung wieder in Lésung ging. Dann wurde mit n-NaOH das Toxin wieder 
auf py = 7,8 gebracht, in den Thermostaten bei 37° gestellt und Proben 
nach 4 und 24 Stunden entnommen. 


Versuch A. D. m. 1. 
;/Aeaprengiches Toxin: <5. 0i0 ua ase § O,00T com 
2. Dasselbe auf py = 4 gebracht, 4 Stunden 0,07 
ears Che kk ity eC Ge we ke ae ORE 
. Nr. 2 neutralisiert auf py = 7,8, unmittelbar 
nach der Neutralisation .......... 9,01 
. Nr. 2 nach 4 Stunden bei 37®. . . .... . 0,012 
. Nr. 2 nach 24 Stunden bei 37 ....... 0,012 
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. Urspriingliches Toxin 
. Dasselbe auf py = 4 gebracht, 24 Stunden 


. Nr. 2 neutralisiert auf pq = 7,8, unmittelbar 
nach Neutralisation 
4. Nr. 2 nach 4 Stunden bei 37° ss 
5. Nr. 2 nach 24 Stunden bei 37° ms 
Es ist aus diesen Versuchen ohne weiteres zu ersehen, daB der 

Titer des Toxins durch Siurezusatz bedeutend geschwicht und dai 
derselbe in alkalischer Lésung wieder reaktiviert wird. Der urspriing- 
liche Titer des Toxins kann jedoch nicht wieder erhalten werden, weshalb 
wohl die Reaktion nur als bedingt reversibel bezeichnet werden kann. 
Ein nicht unbedeutender Teil des Toxins scheint zerstért zu sein. 
Man kann das entweder einer Ausflockung des Toxins oder auch einer 
Wirkung eines Dissoziationsphinomens zuschreiben, ahnlich der durch 
Saurezusatz verringerten bakterientétenden Wirkung der China- 
alkaloide. Ein genaues Studium dieses Kapitels ware fiir die Frage 
der Toxinbildung im allgemeinen von gréBter Bedeutung. 


VI. Die Zerstérung des Diphtherietoxins durch proteolytische Enzyme. 


In der erwihnten Arbeit von Dernby und Siwe ist diese Frage 
bereits behandelt worden. Es ging daraus hervor, daB das Diphtherie- 
toxin von proteolytischen Enzymen auferordentlich leicht zerstért 
wurde. In dieser Arbeit legen wir einige neue diesbeziigliche Experi- 
mente vor. 

Was die iltere Literatur anlangt, so kénnen wir auf Arbeiten 
von Gamaleia (1892), Repin (1892), Charrin und Cassin (1895), 
Gibier (1896), Charrin (1896), Tissier und Guinard (1897), Lapigne (1897), 
Lefevre (1898), F. Ransom (1898), Nenucki, Sieber und Schoumow-Sima- 
nowski (1898), Carriére (1899) und Emmerich und Léw (1899) verweisen. 

Diese Autoren sind, bis auf Repin, simtlich der Ansicht, dab 
Verdauungsenzyme wie Pepsin und Trypsin die Toxine zerstéren. Es 
mu jedoch vorher gesagt werden, daB die Pepsinversuche wie auch 
diejenigen, wo das Toxin im Magen der Versuchstiere zugefiihrt worden 
ist, sehr wenig besagen. Denn die Wasserstoffionenkonzentration im 
Magen ist hinreichend groB, um schon allein das Toxin zu inaktivieren. 
Die Versuche mit Trypsin in vitro sind dagegen einwandfrei, wenn 
sie auch nur als qualitativ angesehen werden kénnen. 

Emmerich und Loew und spiiter Strubell haben das proteolytische 
Enzym von Bacterium pyocyaneus angewendet und gefunden, daB es 
das Diphtherietoxin zerstéren kann, wenn auch nicht so kraftig wie 


z. B. Trypsin. 
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Morgenroth (1912) bestreitet dies jedoch und meint gezeigt zu haben, 
daB Diphtherietoxin, zusammengebracht mit ,,Pyocyanase, stirker 
werden kann. Seine Versuche sind jedoch nicht eindeutig, denn man 
kann sich vorstellen, daB diese Toxinverstirkung auch in  anderer 
Weise geschehen kénnte (vgl. Abschnitt VIII). 

Ferner sind einige Arbeiten von Metschnikoff, Pettersson u. a. zu 
erwihnen, wo die Einwirkung von Leukozyten auf Toxine unter- 
sucht worden ist. 


Tabelle XV. 


Einflu8 von proteolytischen Enzymen auf das Diphtherie- 
toxin. Toluol und Chinosol zugesetzt. 








| Toxinstirke 
Im Thermos (D. m. 1) Toxins 


Zugesetzt bey — verlust 


vorher | nachher 
. 0 
_| Stunden || ccm ccm b 


Zu 100ccm 0,1g Trypsin | 16 | 0,002; +02 100 
Ebenso | 28 | — So 
Zu 100cem 10cem Prodi- | 
gicosusfiltrat | 16 | 0,002 0,02 
Zu 100 cem 10 ccm Pyo- | } 
cyaneusfiltrat | 16 {0002; 0,02 
Zu 100 ccm 1 ccm Erepsin 16 (0,002; 0,015 | 
| Zu100cem 10cem Leuko- 
cytenemulsion | 16 0,002 0,02 
| Zu100cem 10cem Diph- | 
| theriebazillenemulsion 16 0,002, 0,01 | 
Ebenso Sees 0,003 | 0,009 
_ Zu 100ccm 10ccem Hefe- | l 
autolysat 16 0,002; 0,01 | 80 








In Tabelle XV sind einige neue Versuche iiber diese Frage zu- 
sammengestellt. Trypsin zerstért allem Anschein nach das Diphtherie- 
toxin vollstaindig; Erepsin, wie auch die proteolytischen Enzyme von 
Hefe, Leukozyten, Bacterium pyocyaneus und Bacterium prodigiosus 
wirken auch zerstérend, wenn auch nicht so kraftig wie Trypsin. Da’ 
eine wirkliche Proteolyse stattgefunden hat, zeigt die erhdhte Amino- 
stickstoffmenge, 

Auch die proteolytischen Enzyme der Diphtheriebazillen selbst wirken 
zerstorend auf das Toxin, wofiir in der Arbeit von Dernby und Siwe (1922) 
viele Beispiele gegeben sind. In Tabelle XV geben wir auch einen 
solchen Versuch an. 

Es unterliegt also keinem Zweifel, da proteolytische Enzyme 
das Diphtherietoxin zerlegen kénnen. Dieser Umstand deutet auf 
die Méglichkeit hin, daB entweder das Toxin selbst aus einer Peptiden- 
kette besteht, oder daB es mit einem solchen Kérper eng verbunden ist. 
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Anhang: Einwirkung von Trypsin auf das Tetanustoxin. 

Um das Diphtherietoxin mit dem Tetanustoxin zu vergleichen, 
haben wir einen Versuch angestellt, der die Einwirkung von Trypsin 
auf das Tetanustoxin untersucht. Tabelle XVI gibt diesen Versuch 
wieder. 


Tabelle XVI. 


Einwirkung von Trypsin auf Tetanustoxin. 


A. 100ccm Tetanustoxin. B. 100ccm Tetanustoxin + 0,5 g Trypsin. 
Toluol und Chinosol zugesetzt. Temperatur 37°. 





| A, Toxin allein Res B. Toxin + Trypsin 
Nach || ia 
Stunden | D.m. |. 


Pu %9 Amino-N | net Pu %o AminosN | 


zi = — er ne rea eres 1 —— 
0 ‘ 33,4 | 0,0002 0,0002 
ee Cae on jee | 34,5 0,0002 
wt 34,0 0,0004 37,2 0,002 


ccm iat Rn Sa Siowsn F ccm 








Auch hier hat das Trypsin eine zerstérende Einwirkung gehabt. 
aber jedenfalls keine so groBe wie auf das Diphtherietoxin, Dieser 


‘ Befund stimmt auch mit der Tatsache iiberein, daB man Tetanustoxin 


auch in Mischkulturen mit Bacterium subtilis erhalten kann. Bacterium 
subtilis ist stark proteolytisch aktiv, und wenn die Enzyme desselben 
das Tetanustoxin angreifen kénnten, wire diese Ziichtungsweise un- 
méglich gewesen. Wie wir auch in Abschnitt III gezeigt haben, scheinen 
die ziemlich kraftigen proteolytischen Enzyme der Tetanusbazillen 
selbst das eigene Toxin nicht zerstéren zu kénnen. 

Forsman (1901) hat gezeigt, daB auch das Bolutismustoxin relativ 
widerstandsfahig gegen Trypsin ist. 

Pick (1912) gibt an, daB sowohl das Tetanus- wie das Botulismus- 
toxin und auBerdem die Mehrzahl aller bekannten Toxine durch Trypsin 
zerstért werden, was auf eine EiweiBnatur der Toxine hindeuten kénnte. 

In diesem Zusammenhange muB auch in Betracht gezogen werden, 
daB nach Kiihne (1867) das Trypsin nicht alle Peptidbindungen auf- 
lésen kann. 

Unsere Untersuchungen gewahren einen Anhaltspunkt dafir, dai 
zwischen den Toxinen der Tetanus- und der Diphtheriebazillen in 
bezug auf die chemische Natur derselben ein Grundunterschied 
bestehen muB. 


VII. Die proteolytischen Enzyme und die Autolyse der Diphtheriebazillen. 

Im vorhergehenden ist gezeigt worden, daB die Diphtheriebazillen 
in Bouillonkuitur wenn auch nicht gewaltige, so doch recht merkbare 
proteolytische Wirkungen ausiiben. Es wiirde daher von gréBtem 
Interesse sein, die proteolytischen Enzyme der Diphtheriebazillen und 
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ihre Autolyse genau studieren zu kénnen. In der Arbeit von Dernby 
und Stwe (1922) ist dies schon vorlaufig geschehen; wir haben diese 
Untersuchungen zwar unter Benutzung gréBeren Materials wiederholt. 

Die Autolyse (womit wir im folgenden nur den Zerfal) des Bak- 
terieneiweiBes bezeichnen) von Bakterien ist ziemlich wenig untersucht 
worden, Neuerdings haben Sturges und Rettger (1922) eine Arbeit in 
dieser Richtung veréffentlicht. Das Hauptresultat dieser Autoren ist, 
daB die Bakterien in zwei Gruppen getrennt werden kénnen, die erste, 
Bacterium subtilis, Bacterium pyocyaneus und andere umfassend, die 
ziemlich leicht, und zwar am besten bei alkalischer Reaktion autolysieren, 
die zweite, Pneumokokken, Gonokokken und andere, die sehr wenig 
autolysieren. 

Der eine von uns (Dernby 1917, 1918) hat die Autolyse sowohl 
von Hefe wie von verschiedenen tierischen Organen studiert und dabei 
gefunden, daB diese simtlich sowohl primare Proteasen (pepsinihnliche 
Enzyme) wie sekundiare (trypsinahnliche) enthalten, und da’ das 
pu-Optimum der Autolyse zwischen den Optima der beiden Enzym- 
gruppen liegt. Die verschiedenen Organe verhalten sich aber ver- 
schieden ; so sind etwa im Pankreas die Wirkungen der trypsinaihnlichen 
Enzyme gewaltig und iiberschatten die anderen. Milz und Leber kénnen 
als typisch aufgefaBt werden; bei diesen Organen kénnen sowohl die 
verschiedenen Enzyme wie die Autolyse ziemlich scharf bestimmt 
werden. Muskelfasern verhalten sich ahnlich, aber die Autolyse geht 
so langsam vonstatten, daB es schwierig ist, sie genau za bestimmen. 








|| Primire Proteasen 
(Pepsinasen) 


| 


Sek. Proteasen Autolyse 


Ne Stee Gaeiee i Sol | Bemerkungen 
Starke PH-Opt. Starke | PxrOpt. Starke | PH*Opt. | 

— — = r — — | —————. — — —— | —<——— Tl ——— = = — TT — 
a | | 
Leber . . . }++/30—-40) ++ | 80 | ++ (45-55 
Leukozyten | 
Pankreas . +?) — |4444)] 80 |44+4/7,0-80) OpteLage nur 


Organ 





scheinbar 


Muskeln . . | 206 |3,0—4,0 +? | 8,0 +? |4,5—5,5 i 

Der Pankreas dagegen verhilt sich anders. Hier ist eine Enzym- 
gruppe in gewaltigem Uberschu8 vorhanden, das Trypsin, und diese 
Trypsinwirkung iiberschattet alle iibrigen proteolytischen Wirkungen. 
Es kann eintreffen, daB das Autolyseoptimum in der alkalischen Zone 
liegt, jedoch hat der eine von uns (Dernby 1918) gezeigt, daB dies nur 
scheinbar ist; wird das iiberschiissige Trypsin entfernt, so verhalten 
sich auch Pankreaszellen den anderen genannten mehr oder weniger 
ahnlich. 

Die Bakterien verhalten sich im allgemeinen nicht wie Milz- oder 
Leberzellen, sondern sind entweder vom Muskelzellentyp oder vom 

Biochemische Zeitschrift Band 138. 35 
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Pankreaszellentyp. Daher wird das Studium der Autolyse der Bakterien 
sehr kompliziert. 

Der eine von uns (Dernby) hat die proteolytischen Enzyme ver- 
schiedener Mikroorganismen studiert, und auf Grund dieser nur teilweise 
publizierten Arbeiten kénnen wir einen Vergleich zwischen den ver- 
schiedenen Bakterien ziehen. Die folgende Tabelle bezieht sich nur 
auf sekundire Enzyme (Tryptasen). Alle Versuche sind am Neutral- 
punkt ausgefiihrt, pq = 6 bis pq = 8, da dieser sich als das Optimum 
fir die meisten Bakterien erwiesen hat. 








Bakterienart ; Bouillonfiltrat aes 


I 





~~ Gelatine i | Pepton 


Tuberkelbazillen . . | 0 
Pneumokokken . . . | 0 0? 
Diphtheriebazillen. . | 0 
Staphylokokken . . | 0 
Tetanusbazillen . . . | 0? 
Bac. proteus . . 

Bac. prodigiosus . . | 

Bac. ee aneus . . 100 
Bac. histolyticus . . | 

Bac. sporogenes . . | 


Die Zahl 100 bedeutet schnelle und vollstindige Wirkung. Gewib 
ist diese Abschaitzung sehr subjektiv, sie diirfte aber doch ein ziemlich 
wahres Bild abgeben. Der Diphtheriebazillus rangiert daher in proteo- 
lytischer Hinsicht zusammen mit Pneumokokken, Staphylokokken 
und anderen. Die Tetanusbazillen wirken starker, wenn auch nicht 
so stark wie die als besonders ,,proteolytisch“* bekannten Mikro- 
organismen, 

Auch sind wir uns wohl bewuBt, daB unsere Versuche streng ge- 
nommen nur als Stichproben aufgefaBt werden kénnen, Denn es ist 
gar nicht unméglich, daB die proteolytische Fahigkeit eines gewissen 
Bacillus unter verschiedenen Bedingungen stark variieren kann, wie 
dies Clark (1920) hervorgehoben hat. 

Wir haben uns bei diesen Versuchen 6fters der pq als Variablen 
bedient. Von vielen Seiten hat man gemeint, daB die Bedeutung der 
Pu tiberschitzt worden sei, besonders ist die von Loeb und von Michaelis 
aufgestellte Theorie, daB die Enzyme in der Tat amphotere Elektrolyten 
sein sollten, streng kritisiert worden. Viele Forscher, wie Bradley (1922), 
meinen, daB die py nicht das Enzym, sondern das Substrat in der 
Weise beeinfluBt, daB es leichter von den Enzymen gespalten wird. 
Wir lassen diese Frage vollkommen offen, denn vorlaufig ist es un- 
méglich, zu entscheiden, was der Wahrheit entspricht. Einige Forscher 
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gehen so weit, zu glauben, daB die py iberhaupt als Variable unbrauch- 
bar sei, und sind der Meinung, daB die Enzymwirkungen nur auf den 
,.kolloiden Zustand“ als Variable zu beziehen sein sollten (Traube, 
Wo. Ostwald, Fodor). Die pg kann jedenfalls glatt gemessen werden 
und ist eine wohldefinierte GréBe; die anderen ,,physiko-chemischen“ 
GréBen dagegen sind, wenigstens bei Enzymreaktionen, tiberhaupt un- 
méglich einwandfrei zu messen. 










Extrazellular wirkende Enzyme. 
Tabelle XVII, XVIII und XIX zeigen die Einwirkung von Diph- 
therietoxinbouillon auf Gelatine, Pepton und Glycylglycin. 








Tabelle XVII. 
Diphtherietoxin (III, K. 9) auf Gelatine. 
4com Gelatinemischung + 1 ccm Toxin. Thymol zugesetzt. Temp. 37°. 
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Tabelle XVIII. 


Diphtherietoxin auf Wittepepton. 


4ccm 5proz. Pepton + 1 ccm Toxin + NaOQH(HCl) + Wasser ="20 cem. 
Toluol und Chloroform zugesetzt. Stickstoff von Pepton = 31 mg. 













i : mg freigemachter Aminostickstoff ; 
nach 20 Stunden bei 37° 











iI Dbmceriice bia 
Nr. | Pram Anfang) = Toxin llIK9 | _ Toxin VIK9 
Gesamt-N = 6,9 mg | Gesamt-N = 3,9 mg 
pro ccm } pro ccm 








| &4 0 0 
42 2.0 | 1,6 

5,0 2,0 18 

18 18 
24 
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Tabelle XIX. 

Diphtherietoxin auf Glycylglycin. 
5ceem Iproz. Glycylglycin + Na(OH)(HCl) + Wasser + leem Toxin 
= 10cem. Toluol und Chloroform zugesetzt. Stickstoff a) in Glycylglycin 
= 10mg., b) in Toxin = 4,2 mg. 





- mg freigemachter Amino Pu | mg freigemachter Aminv- 
am Anfang nuns Suen Nr. || am Anfang i ee Stunden 


an 0 | 64 
aes 1,0 poccogy 
5,1 1,3 } 7,9 
5,8 0,9 | 85 





Auf Gelatine ist keine, auf die anderen Substrate nur eine schwache 
Wirkung bemerkbar. Die Zahlen sind wahrscheinlich ein wenig zu 
hoch, aber eine Wirkung kann sicher festgestellt werden. Das Optimum 
sowohl fiir die Pepton- wie die Glycylglycinspaltung fallt zwischen 
pu = 6 und pg = 8. 

Es wurde schon in Abschnitt V gezeigt, daB, wenn Diphtherie- 
toxin bei 37° bei verschiedenem py aufbewahrt wird, im schwach 
sauren Gebiet, wo die Ausflockung auch am gréBten ist, eine schwache, 
aber immerhin bemerkbare Vermehrung des Aminostickstoffs eintritt. 
In Tabelle XX geben wir einen solchen Versuch wieder. 


Tabelle XX. 
Autolyse von Diphtherietoxin (III, K. 9). 


80 cem Toxin + NaOH(HCl) + Wasser = 100cem. Toluol und Chinosol 
zugesetzt. 16 Tage bei 37°. 
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3,6 i] | 
44 | | sehr triibe 
i | Ausflockung 
| sehr triibe 
nahezu klar 
klar 
| klar 
; | triibe 
| 90 | | triibe 
Die Wirkung ist auch hier ziemlich gering. Das Optimum liegt 
jedoch nicht wie bei den Wirkungen auf Pepton am Neutralpunkt, 
sondern im schwach sauren Gebiet. Die Ausflockung ist ziemlich 
parallel mit der Autolyse. Aber zu sagen, daB die Ausflockung die 
Ursache der Autolyse sei, sehen wir keinen Grund. Eher scheint es 
méglich, daB sowohl Autolyse wie Ausflockung in irgend einer Weise 
Funktionen der Wasserstoffionenkonzentration sind. 
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Diphtherietoxin. 


Intrazellulére Enzyme der Diphtheriebazillen. 

Wie zuvor hervorgehoben wurde, sind wir der Meinung, dab 
zwischen ,,Ekto-‘* und ,,Endoenzymen‘‘ eher ein: Unterschied des 
Grades als des Wesens besteht. Von ,,Ekto“enzymen im eigentlichen 
Sinne kann bei Diphtheriebazillen wohl kaum die Rede sein, nach 
der alten Nomenklatur wiirde man wohl nur von ,,Endo‘“enzymen 
sprechen, die jedoch zu einem kleinen Teil in Substrat tibergehen 
konnen. 

Wir haben dann zerquetschte und teilweise autolysierte Diphtherie- 
bazillen, sowohl auf ihre proteolytischen Enzyme als auch auf Autolyse 
gepriift. 

Die Bazillensuspensionen wurden folgendermafen hergestellt. Die 
feuchte abfiltrierte Bazillenmasse wurde in Kochsalzlésung  auf- 
geschwemmt und zentrifugiert und diese Operation mehrfach wiederholt. 
Nur der Bodensatz wurde benutzt, die in dem anwesenden Toluol 
suspendierten Substanzen wurden weggeworfen. Dann wurde die 
reine Masse mit zwei- bis fiinfmal ihr Gewicht Quarzsand 1 Stunde 
kraftig zerrieben. Zu 100 g urspriinglicher Masse wurden etwa 100 ccm 
Wasser sowie etwas Toluol und Chinosol zugesetzt. Die Suspension 
wurde 6 bis 20 Stunden im Thermostaten bei 37° stehen gelassen. Durch 
Zusatz von etwas Dinatriumphosphat wurde die Wasserstoffionen- 
konzentration etwa bei py = 8 gehalten. Dann wurde kriftig ge- 
schiittelt und durch dicke Leinwand gepreBt. Diese Suspension, die, 
wie die mikroskopische Analyse ergab, noch viele nicht zerriebene 
Bazillen enthielt, war doch vollkommen steril, was Sterilitatsproben 
zeigten, und wurde im Kihlraum bei — 16°C stehengelassen und 
dann als Enzympriparat verwandt. 


Tabelle XXI. 
Diphtheriebazillen auf Gelatine. 


4ccm Gelatinemischung + 1cem Bazillsuspension. Thymol zugesetzt. 37°. 
lcem Bazillsuspension enthielt 7,2 mg Stickstoff. 
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Tabelle XXII. 
Diphtheriebazillen auf Wittepepton. 


4ccm 5proz. Pepton + 1 ccm Bazillsuspension + NaOQH(HCl) + Wasser 
= 20ccm. Toluol und Chloroform Sima se Stickstoff von Pepton 31 mg. 








|| mg freigemachter | Aminostickstoff 

nach 20 Stunden bei 37° 

Nr, rior | ‘Priiparat a | Préparat b 
hemes Anfang GesamtsN Gesamt-N 


i 
- 
IE bie mg yee ccm|= 4,4 mg Late com 





1 oo ey Ee 0 
Be ee Bere) Fee ee ee 
Bee ee Peers oe ee eee 
4) Src ee 8 ome 4 es 
5 63 ee Rod oon 
6) 669 i ye teers 
7 15 = ae 
s| ‘so a ee eee 
9 86 “i BiG aaa 





Tabelle XXIII. 
Diphtheriebazillen auf Glycylglycin. 

5ccm 1 proz. Glycylglycin + NaOH(HCl) + 1cem Bazillsuspension = 10cem 

Toluol und Chloroform zugesetzt. 20 Stunden bei 37°. Stickstoff a) in 
arerieren 10 mg, iin in sna. 20nd 7 ae 





| mg ‘Sleiin i} mg fekamndiee 
Nr. || Pu Aminostickstoff Nr. || Pu Aminostickstoff 


| am ee nach 20 Stunden am Anfang nach 20 Stunden 





36 0 





1 5 6,4 0,7 
2 43 0,2 6 7,1 1,0 
ee eee 0,7 7 7,9 13 
4 |i ec 0,7 8 | 8,5 0,5 


Tabellen XXI, XXII und XXIII zeigen die Kinwirkung solcher 
Suspensionen auf Gelatine, Pepton und Glycylglycin bei verschiedenem 
Pu: Es sind mehrere Serien ausgefiihrt worden, die dasselbe Resultat 
ergeben haben, weshalb es uns itiberfliissig scheint, weitere Beispiele 
mitzuteilen. 

Was die Gelatineprobe anbelangt, so haben wir eine verhiltnis- 
maBig groBe Bazillenmenge zugesetzt. Wir haben dieselbe Beobachtung 
gemacht wie Dernby und Siwe, d. h. daB im sauren Gebiet zuerst Reak- 
tion eintritt, aber nie vollkommen wird. Dagegen tritt spiater Ver- 
fliissigung im ganzen Bereich von pq = 3 bis pq = 9 ein. Ob die erste 
Reaktion auf das Vorhandensein von primiren Proteasen (Pepsin- 
enzyme) deutet, oder ob es irgend ein anderer Vorgang ist, wollen wir 
dahingestellt sein lassen. Es ist wohl am sichersten, keine bestimmten 
Schliisse zu ziehen. Dagegen ist es unwiderleglich, daB in den Bazillen- 
leibern sekundiire Proteasen vorhanden sind, deren Optimum bei 
neutraler oder schwach alkalischer Reaktion liegt. 
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Neuerdings hat Ringer (1923) eine interessante Studie tiber die 
Bedeutung des Optimums der Trypsinwirkung gemacht, Die Kurve 
in saurer Zone sieht er als eine Dissoziation, diejenige in alkalischer 
als eine Enzymzerstérung an. Vielleicht liegt die Sache &hnlich 
bei den Bakterienproteasen. 

Sowohl Pepton wie Glycylglycin werden, wenn auch nicht be- 
sonders glatt, so doch deutlich gespalten, und das Optimum scheint 
im schwach alkalischen Gebiet zu liegen. Definitive Zahlen anzugeben, 
ist schwierig, da die Wirkungen zu schwach sind. 












Die Autolyse der Diphtheriebazillen. 


Tabelle XXIV. Autolyse von Diphtheriebazillen. 


10ccm Bazillsuspension + NaOQH(HCl) + Wasser = 20ccem. 37°. 
Toluol u. Thymol zugesetzt. Gesamtstickstoff pro 10 ccm Suspension 44 mg, 




















Nr. | am ) ae | Be Noe = ‘7 =. Bemerkungen 
i 82 4 0,1 klar 
2) 4,1 2,5 triibe 
3) 5,0 3,1 | Ausflockung 
4 3 oe 2,3 | triibe 
5|| 17,0 0,9 | klar 
6) 82 19 | klar 
7 9,0 2,5 | triibe 









Tabelle XXV. Autolyse von Diphtheriebazillen. 


10cem Bazillsuspension + NaOH(HCl) + Wasser = 20ccm. 37°. Toluol Hl 
und Thymol zugesetzt. Gesamtstickstoff pro 10 ccm Suspension 44 mg, 






















net . BE | Amtectuaeeell ooo te Bemerk 
am Along | Aminostisisiet rg 10cm] Bemerkengen 
1 3,0 2,0 nahezu klar 
2) 40 3,2 triibe 

3 | 4,8 4,2 Ausflockung 
4 55 | 5,9 Ausflockung 
6h 6225) 3,6 sehr triibe 
6| 65 | 2,2 | klar 

7 cS ae 2,2 | klar 

8 78 2.5 | klar 

9/ ss | 2.5 triibe 

10/ 90 | 2.8 triibe 





Tabelle XXIV und XXV zeigen die Autolyse von Diphtherie- 
bazillen bei verschiedener py. Wir sehen hier, dab die Autolyse zwei 
Optima aufweist, ein Phinomen, das nach Dochez (1917) und nach 











STR Rr de 


TLS 


siemens 




























542 


K. G. Dernby u. L. E. Walbum: 


Dernby (1918) sich auch bei tierischen Organen zeigt: das eine, wid 






zwar groBte. Optimum im sauren Gebiet (py = 5 bis py = 6) und 


das zweite im alkalischen. 
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Abb. 6. Die proteolytischen Enzyme und die 
Autolyse der Diphtheriebazillen. 


theriebazillen. 


Beim Neutralpunkt ist die Autolyse am 


schwachsten. Auch hier sehen 
wir, da die Autolyse und die 
Ausflockung ziemlich parallel 
gehen. Dieser Versuch kénnte 
scheinbar in gutem Einklang mit 
der Fodorschen Theorie stehen. 
Doch verweisen wir auf dic 
Spaltung von Pepton durch 
Diphtheriebazillen (Tab. X XII), 
wo das Ausflockungsoptimum bei 
Pu = 4 bis 5 liegt und das Pro- 
teolyseoptimum bei py = 7 bis 8. 
Diese Tatsache stellt die genannte 
Theorie in Zweifel. 

Die Abb. 6 veranschaulicht 
in schematischer Form die Be- 
ziehung zwischen proteolytischen 
Enzymen und Autolyse fiir Diph- 


Unter Vergleich mit demselben Schema fiir tierische 


Organe (Dernby 1918) geht hervor, daB die beiden Bilder groBe Ahnlich- 
keiten zeigen, der gréBte Unterschied ist jedoch, daB die Diphtherie- 
bazillen keine deutlich erkennbaren primiaren Enzyme aufweisen. Ob 
solche tatsichlich fehlen oder nur so schwach sind, daB sie nicht nach- 


gewiesen werden kénnen, lat sich noch nicht entscheiden. 


Das Hauptergebnis dieser Untersuchungen ist also, daB in den 


Diphtheriebazillen wenigstens gut definierbare sekundire Proteasen 
vorhanden sind, die sowohl Gelatine wie Pepton angreifen kénnen. 
Das Optimum dieser Enzyme liegt bei schwach alkalischer Reaktion. 
Sie kénnen nur schwach auBerhalb der Zelle wirken. Es unterliegt 
wohl keinem Zweifel, daB es eben diese Enzyme sind, welche die in Ab- 


schnitt III besprochenen proteolytischen Verainderungen hervorbringen. 


Anhang. Die proteolytischen Enzyme der Tetanusbazillen. 
Wir haben auch einige ganz analoge Messungen bei Tetanus- 


bazillen ausgefiihrt. Tabelle XXVI zeigt den Einflu8 von Tetanus- 
toxinbouillon auf Gelatine, Tabelle XX VII auf Peptone. Mit maBigen 
Mengen Tetanusbouillon kann Gelatine nicht merkbar verfliissigt 
werden, mit groBen geht es, wenn auch nicht besonders kriftig. Witte- 


pepton wird ziemlich rasch gespalten, jedenfalls viel kraftiger als von 
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und Diphtherietoxin. Die Tetanusbazillen besitzen demnach viel kraftiger 
und wirkende extrazellulire Enzyme als die Diphtheriebazillen, dagegen 
> am viel schwachere als B. pyocyaneus, B. proteus, B. subtilis usw. 
ehen Tabelle XXVI. Tetanustoxin auf Gelatine. 
| die 4ccm Gelatinemischung + 1 ccm Tetanustoxin. 37°. 
‘alle ’ 
Verfliissigungsgrad nach Stunden 
nnte Se pee oe Bt ne RRR ETT OR 
’ mit ‘ . s 
hen 1 0 (2) (3) 
die : 0 (1) (1) 
3 0 0 0 
urch 4 0 0 1 
IT), 5 0 ] 2 
€ 6 0 1 2 
th 7 0 2 2 
Pro- 8 0 l 2 
is 8. 9 0 0 2 
ate 10 0 | 0 2 
Tabelle XXVII. Tetanustoxin auf Pepton. 
cht 4eem 5proz. Pepton + leem Toxin + NaOQH(HCl) = 20cem. Toluol 
B und Chloroform zugesetzt. Stickstoff im Pepton = 31mg. Derselbe im 
sl Toxin = 3,2 mg. 
hen 
freigemachter Amino: 
iph- H tickstoff nach 20 Stund 
iio cee & am Anfang ‘| " sae m bei 370 — 
ich- 42 23 
rie- 5,0 40 
Ob 6,3 4.8 
7,5 5,6 
wch- 86 32 


Wenn zerriebene und autolysierte Tetanusbazillen auf Gelatine 
einwirken, bekommt man deutliche Spaltungen. Das py-Optimum 
scheint fiir beide Vorgiinge ungefaihr das gleiche zu sein, d. h. in der 
Nahe des Neutralpunktes zu liegen. 

Tabelle XXVIII. Tetanusbazillen auf Gelatine. 
4cem Gelatinemischung + 1 ccm Bazillsuspension. 37°. 
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Tabelle XXIX. 































































































} 
Tetanusbazillen auf Pepton. uni 
4ccm 5proz. Pepton + 1cem Bazillsuspension +- NaOQH(HCl):+ Wasser Prot 
i = 20cem. Toluol und Chloroform zugesetzt, Stickstoffim Pepton = 31 mg. t n 
F ‘ OXL 
Ba {i neg ij F ‘ 
SE a i| | mg freigemachter Amino- ( 
; . Nr. pom PH 6 sticksto' org Stunden oii 
: 1 42 | 1,5 . ” 
Ay 2 ee 3,2 die 
ea 3 mt 4,0 selbst 
es 4 7,5 i 4,9 
¥ 5 4 4,0 wore 
eee , Reakt 
e | In Tabelle XXX ist die Autolyse von Tetanusbazillen wieder. FR erzeug 
© ee gegeben. Das Optimum der Autolyse scheint auch hier zwischen ff von } 
Pu = 4 bis py = 6 zu fallen, und zwar in eine Zone, wo die Ausflockung B 
am starksten ist. © out ite 
Tabelle XXX. pie 8 
Autolyse von Tetanusbazillen. Ahnie 
10 cem Bazillsuspension + NaOH(HCl) + Wasser = 20 ccm. 37°. Toluol BR) deuter 
und Thymol zugesetzt. 10 ccm Bazillsuspension enthielt 36,0 mg Gesamt- Lésun, 
stickstoff. iiberwi 
j i diese | 
i frei hter Amino: | des Li 
Nr. | am + Oe sokato nach 24 Stunden | Bemerkungen prt eir 
2 ee | é saan comme Morgei 
1 3,3 0 | Nklar konner 
2) 46 3,1 | Ausflockung Pick ( 
3 5,5 3,6 Ausflockung moleki 
4| 64 09 triibe 
5 7,1 1,2 iN klar E 
hehe Ae 13 N klar an 
Was wir bestimmt sagen kénnen, ist also, da8 sowohl im Bouillon- FF sein ke 
filtrat wie in autolysierten Tetanusbazillen sekundire Proteasen fF} lyse d 
(Tryptasen) vorhanden sind, und zwar in viel reichlicherer Menge als F7 deutet 
bei Diphtheriebazillen. Dagegen sind ebenso wie bei Diphtheriebazillen [} kérper 
keine sicheren Beweise fiir die Existenz von primaren Proteasen ge- PF} nius (1 
funden worden. Borsav 
Es 
VIII. Die enzymatische Bildung des Diphtherietoxins. den H 
Wie friiher erwihnt worden ist, hat der eine von uns (Walbum, 1919) FF zitatse: 
auf einen speziellen Effekt aufmerksam gemacht. Wenn man Diph- W 
therietoxin mit Bouillon oder Wittepepton vermischt, wird die Mischung 7 war ke 
zuweilen toxischer als das Toxin allein. Bei Diphtherietoxin war dic PF} rejhen 
Wirkung ziemlich gering, bei Staphylolysin dagegen gelang es, ganz} Verguc 


gewaltige Effekte hervorzubringen. 
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Walbum deutete diese Effekte in der Weise, daB nicht das Toxin, 
sondern ein ,,Protoxin‘’ aus der Bakterienzelle sezerniert wird. Das 
»Protoxin vereinigt sich mit einem Albumosemolekiil und gibt das 
Toxin ab. 

Ganz kiirzlich hat Walbum (1923) eine Arbeit veréffentlicht, in 
welcher er zeigt, daB, wenn man mit Quarz zerriebenen und mit Toluol 
getéteten Diphtheriebazillen Nahrbouillon oder Wittepepton zusetzt, 
die Mischungen zuweilen viel toxischer werden als die Bazillensuspension 
selbst. Aus den toten Bazillenleibern kann also ein Stoff extrahiert 
werden (die Extraktion erfolgt am besten bei schwach alkalischer 
Reaktion), der in Beriihrung mit Albumosen Toxin bildet. Das so 
erzeugte Toxin ist ein wirkliches Toxin, das von Antitoxin, aber nicht 
von Normalserum neutralisiert werden kann. 


Bekanntlich hat man langere Zeit ahnliche Beobachtungen in bezug 
auf Schlangengifte gemacht (Delezenne 1902, Kyes und Sachs 1903, Kyes 
1908, Morgenroth 1905), wonach z. B. das Kobrahimolysin nach Mischung 
mit Lecithinen vielfach verstaérkt wird. Spiter hat Morgenroth auch etwas 
Abnliches fiir das Diphtherietoxin gefunden. Morgenroth und Pane (1906) 
deuten dies folgendermaBen: ,,die Toxine seien in ihrer urspriinglichen 
Lésung nicht oder nur zum Teil als solche vorhanden; dagegen ganz oder 
iiberwiegend als ungiftige Modifikationen derselben Art‘, und weiter koénnen 
diese Modifikationen, ,,durch die Anderung der chemischen Eigenschaften 
des Lésungsmittels oder durch Bindungen an Zellrezeptoren die Bedingungen 
zu einer Umwandlung in das eigentliche Toxin abgeben“. Auch hat 
Morgenroth spater (1912) diesen Standpunkt befestigt. In ahnlicher Weise 
kénnen Versuche von Neufeld und Dold (1911) gedeutet werden. Auch 
Pick (1912) diskutiert die Méglichkeit, da8 die Toxine auch an EiweiB- 
molekiile gekoppelten ungiftigen Produkten entstehen. 


Es muB doch besonders hervorgehoben werden, dab die Himolyse 


) eine Reaktion von ganz anderer Art als die der Diphtherietoxinwirkung 


sein kann. Die Versuche betreffs des férdernden Einflusses der Himo- 
lyse durch Zusatz von Lecithin oder Peptonen kénnten auch so ge- 
deutet werden, daB diese Korper in irgend einer Weise die roten Blut- 
kérperchen leichter angreifbar fiir das Gift machen. So hat z. B. Arrhe- 
nius (1912) gezeigt, daB die Himolyse mit einem anorganischen Gift, 


) Borsiure, durch Zusatz von Lecithin gesteigert wird. 


Es ist daher am sichersten, keine absolute Parallelitat zwischen 
den Hamolysinwirkungen und den im folgenden beschriebenen Toxi- 
zitatserhGhungen anzunehmen. 

Wir haben diesbeziigliche Versuche wiederholt, und der Effekt 
war keineswegs leicht hervorzubringen. Es wurden mehrere Versuchs- 


‘Pi reihen mit negativem Resultat ausgefiihrt. In dem unten zitierten 


Versuche fiel das Resultat jedoch positiv aus, und die Differenzen 


sind jedenfalls so groB, daB Versuchsfehler ausgeschlossen sind. 
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Diphtherietoxin auf Bouillon oder Pepton. 

Falls ein fertiggestelltes Toxin lingere Zeit bei 37° steht, wird 
es spontan abgeschwiacht. Gleichzeitig nimmt der Formolstickstoff 
zu, obwohl nur in geringem Grade, was eine schwache Proteolyse 
andeutet. Die Tabelle XX XI gibt einen derartigen Versuch wieder. 

In den Tabellen XXXII und X XXIII ist das Toxin mit verdiinnter 
Diphtheriebouillon im Verhialtnis 1 : 1 gemischt worden. In beiden Fallen 
hat die Toxizitat zugenommen, und zwar im ersteren Falle nach 
5 Stunden bei 37° wenigstens um das Fiinffache, im zweiten um das 
Doppelte nach 9 Stunden. Spiter nimmt die Toxizitét ab, und zwar 
relativ schneller als in der Tabelle XX XI. Man bemerke auch, daf 
die Toxizitaét unmittelbar nach Mischen mit Bouillon geringer ist, 
als wenn das Toxin mit Kochsalzlésung verdiinnt wird. 


Tabelle XXXII. Toxin (III K. 9) 

+ Bouillon (1:1). Bei 37°. Toluol 

zugesetzt. M. d. 1. des Toxins allein 
= 0,0034 ccm. 


Tabelle XXXII. Schwachung des 
ungemischten Toxins. 


Toxin III K. 9. Tempetatur 37°. 











mg trehpisnnehtee | Toxinstirke 
Py | Aminostickstoff m. |. 
pro 10 ccm 





| mg friigemadhner | ‘Toxinstarke 
— Pu Aminostickstolf D. m. 1. 
pro 10 ccm pan 


0 | co OT 0 0,006 


Nach 


Stunden Stunden | 
: _ 


x gaa ccm 











is | 7,8 _ 
84 | 7,8 | 0, 
130 | 1 





0 
5 | 0 es tte 5 || 7,4 0 0,001 
0 


00042 18 || 7,4 0,5 0,008 
6 0,006 84 j ; 0,01 
0 | 0,010 


’ 





Tabelle XXXIII, Toxin (III K. 9) 

+ Bouillon (1:1). Bei 37°. Toluol 

zugesetzt. M. d. 1. des Toxins allein 
= 0,0034 ccm. 


mg Aminostickstoff pro 10 ccm. 


0 








Nach || mg freigemachter | Toxinstirke 
800 newt ’ Pu | Aminostickstoff | D.m.|. 
Stunden pro 10ccm 
600 


400 - 0,0034 
0,0034 
0 | | i 0,002 
5 7% Stund &y - em 
Abb. 7. Enzymatische Toxinbildung. | 9,01 
Dipbtherietoxin + Bouillon (1:1) (Tab. XXXII). 


Die Tabelle XX XIV zeigt einen Versuch, wo das Toxin mit Pepton 
Witte im Verhiltnis 1:1 verdiinnt worden ist, und auch hier erhalten 
wir eine vermehrte Giftigkeit. 

Diese Versuche sind in der Abb.7 graphisch dargestellt und 
werden unten besprochen werden. 
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Tabelle XXXIV. 
Toxin (III K. 9) + Wittepepton (1:1). Temperatur 37°. Toluol zugesetzt. 
M. d. 1. des Toxins + 1 vol. Salzlésung = 0,0034 cem. 





| 
Nach | mg freigemachter Amino» Toxinstarke 
Stunden | PH |  stickstoff pro 10 ccm D. m1. 


0 | 76 > 0,005 

6 | 76 0,0024 

19 || 7,5 A 0,004 

48 | 7,5 | 0,006 
Gemahlene Diphtheriebazillen auf Bouillon oder Pepton. 

Die Versuchsmethode war der im Abschnitt VII beschriebenen 
ihnlich, jedoch wurde immer bei py = 8 extrahiert, indem von Walbum 
die Beobachtung gemacht worden war, daB eine schwach alkalische 
Reaktion fir die Extraktion am besten ist. 

Die Tabelle XX XV zeigt, wie die Giftigkeit der Diphtheriebazillen- 
suspension mit der Zeit abnimmt. 


Tabelle XXXV. 
Schwachung der Toxizitét autolysierter Diphtheriebazillen. 
Bazillen IIT P. 9. Gesamtstickstoff je Kubikzentimeter 7,2 mg. Toluol 
und Chinosol zugesetzt. Bei 37°. 





Nach || | mg freigemachter Aminos | br ene a 
Stunden | PH | stickstoff pro 10ccm Emulsion | ree 
i} ccm 


0,72 
6 | 78 0.72 
78 | 


0 | 78 
18 : 0,8 
40 | 78 1.2 +10 
84 | 7,8) 3,0 + 1,4 
Die Abnahme ist jedoch relativ klein, ebenso wie es ersichtlich ist, 
daB innerhalb der Diphtheriebazillen im Verhaltnis zu dem in die Bouillon 
herausgetretenen sehr wenig fertiggebildetes Toxin vorhanden ist. 
Die Tabellen XXXVI und XXXVII zeigen die Einwirkung der 
Bazillensuspension auf Bouillon (1:3) und Pepton Witte (1: 3). 
XXXVI. 
Diphtheriebazillen auf Bouillon. 


1 Teil Suspension (III P. 9) + 3 Bouillon. Toluol und Chinosol zugesetzt. 
Bei 37°. 





Nach mg freigemachter Amino- | Toxinstarke 
Sinatinns an os 10 ccm D. m. 1. 

Yea & a ccm 
0 0,72 
0 0,4 
0 
2 


0,16 
4 > 1,0 
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Tabelle XXXVII. 


1 Teil Suspension (III P. 9) + 3 Teile Wittepepton (4%). Toluol und 


Chinosol zugesetzt. Bei 37°. 








ie 4 |" mg freigemechter ines pare 
Stunden Pu | en - com —~ 
| | 
Red ae 0 | 0,72 
6 os ee 0 | 0,72 
18 ea 0,5 | 0,72 
40 | 7,6 1,2 | 0,72 
ee ee 2,2 | 0,56 


? 


Die Wirkung ist betreffs des Peptons fraglich, wohingegen die 
Mischung von Bazillen und Bouillon bedeutend toxischer geworden 
ist. Die Sterilitatsprobe zeigt, daB in den Bakteriensuspensionen 
keine lebenden Bazillen zu finden 

In der Abb.8 wird der 


mg Aminoshickstef pro 10 ccm. 4 waren. . 
a Versuch graphisch dargestellt. 
: Wir sehen hier sowohl betreffs 


der Toxinbouillon- als der Bazillen- 
R Ticiuaiieien bouillonmischungen, daB die Toxi- 
zitit zunimmt, aber nicht momentan, 
sondern nach einer gewissen Zeit. 
: > 2, Wiahrend dieser Zeit ist keine Ver- 
ae Star mehrung des Aminostickstoffs nach- 

nang EarmatacheToxniing Dpibier weisbar, d. h. da Keine grobere 
proteolytische Wirksamkeit  statt- 

gefunden hat. Nach 16 Stunden oder mehr wird aber die Vermehrung 
des Aminostickstoffs merkbar, und gleichzeitig nimmt die Toxizitat ab. 
Im Abschnitt XI werden wir die nen einer Deutung 
dieses Phinomens besprechen. 








S§ £§ &> ® 9x N w& 











IX. Die Dialyse des Diphtherietoxins. 


Schon in der Einleitung haben wir erwaihnt, wie eingehend man 
anfangs das Dialysiervermégen des Diphtherietoxins studierte ; indessen 
ist es jetzt einleuchtend, daB diese Fahigkeit auf der Porenweite des 
Pergamentpapiers oder des Kollodiumhiutchens beruht, weshalb die 
alteren Resultate mit einer gewissen Vorsicht betrachtet werden miissen. 
Zusammenfassend darf man sagen, da das Diphtherietoxin gewi 
durch Dialysiermembrane diffundieren kann, obwohl ausgesprochen 
schwieriger als einfache Salze, dagegen aber merklich leichter als echte 
EiweiBkérper. Besonders Bechhold hat dieser Frage ein eingehendes 
Studium gewidmet und war eine Zeitlang der Meinung, durch Ultra- 
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filtration das Molekulargewicht des Toxins einigermaBen feststellen 
zu kénnen. In seiner letzten Arbeit hat er aber diesen Standpunkt 
mit der Begriindung verlassen, daB andere Faktoren als die Poren- 
weite das Dialysiervermégen des Toxins bestimmen. 

Wir haben einzelne Versuche mit Dialyse des Diphthérietoxins 
durch eine Sérensensche Kolloidmembran unter Druck ausgefiihrt. 
Als Kontrolle haben wir eine Lésung von Pepton Witte verwendet, 
welche denselben Stickstoffgehalt wie das Toxin hatte und durch 
dieselbe Membran dialysiert wurde. Die Membran enthielt 200 ccm 
Toxin- oder Peptonlésung, die Dialyse fand bei 0° bei einem Uber- 
druck von 60mm Quecksilber in 12 Stunden statt. Das Spiil- 
wasser machte 2 Liter aus. 


Tabelle XXX VIII. 


Dialyse von Toxin (ITI K. 9) und Pepton Witte durch dieselbe Kollodium- 
membran. 12 Stunden bei 0°. 





Oy N Toxineinbeiten in % 
Substanz 


im Rickstand im Dialysat im Riickstand im Dialysat 


TOM oo es 11 | 29 | 70 Toxin anwesend, 
] I konnte aber quan- 
| titativ nicht be- 
| | stimmt werden. 
Lésung von i 
Pepton Witte | 83 | 17 | — | — 

Von dem Pepton Witte ist nur ein verhaltnismaBig kleiner Teil 
durch die Dialysiermembran gegangen, von dem Toxin etwas mehr, 
was darauf beruht, daB die EiweiBkérper des letzteren teilweise ab- 
gebaut sind. Vom Toxin lieBen sich zwei Drittel im Dialysierriickstand 
nachweisen. Im Dialysat lieB sich zwar Toxin nachweisen, aber nicht 
quantitativ bestimmen. Jedenfalls waren weniger als 30°, des Toxins 
im Dialysat vorhanden, weshalb anscheinend Toxin verloren gegangen ist. 

Das Interessanteste an dem Versuche ist indessen, daB man in 
groBen Ziigen sagen darf, daB die toxischen Substanzen mit derselben 
Geschwindigkeit wie das Pepton Witte dialysieren; aber daraus be- 
stimmte Schliisse betreffs des tatsichlichen Molekulargewichts zu ziehen 
oder anzugeben, ob das Toxin eine einheitliche Substanz sei oder eine 
Gruppe .von toxischen Kérpern von ungleicher MolekulargréBe, ist 
unmdglich. 

Um in diese Frage weiter einzudringen, wire es zweckmiabig, 
auf dem von Arrhenius und Madsen eingeschlagenen Wege weiter- 
zugehen und die Diffusionsgeschwindigkeit des Toxins zu bestimmen ; 
wir haben indessen keine Gelegenheit gehabt, diesbeziigliche Ver- 
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suche auszufithren, und zitieren hier die von Arrhenius gefundenen 
vergleichenden Zahlen. 








| Diffusions- 
Stoff |  konstante 


Natriumehlorid .... 0,94 
Diphtherietoxin . .../| 0,014 
Diphtherieantitoxin . .| 0,0015 
Tetanolysin | 0,037 
Antitetanolysin ... . 0,0021 
In diesem Zusammenhange sei eine vereinzelte Beobachtung mit 
geteilt, die médglicherweise einen Hinweis auf die wirkliche Toxinmenge 
in einer Toxinbouillon geben kénne. Wie bekannt, hat Ramon gezeigt, 
da8, wenn Antitoxin mit Toxin genau neutralisiert wird, eine maximale 
Ausflockung eintritt, welche Methode der Verfasser fiir Messungen der 
Toxinstaérke empfiehlt (s. auch Schmidt, 1923); indessen ist es nur eine 
Vermutung, daB wir hier mit einer Totalausfaillung des Toxins zu tun 
haben. 
Wir zentrifugierten die Fallung von etwa 200 ccm Toxin-Antitoxin- 
mischung, spiilten mit Kochsalzlésung aus und bestimmten im Riickstande 
den Gesamtstickstoff. 


a b 

Gesamtstickstoff in 200cem Mischung. . . . 1080mg 940mg 

Gesamtstickstoff im abfiltrierten Niederschlag 2,3 0,9 

Aus dieser Tabelle ersehen wir, daB héchstens einige Zehntel Prozent 
des Gesamtstickstoffs ausgefallt werden, und es ist unmdglich, zu ent- 
scheiden, ob im Niederschlage alles Toxin mit ausgefallt wird oder der 
Niederschlag aus atoxischen Substanzen besteht. Der Versuch deutet 
jedoch an, da®, falls das Toxin eine stickstoffhaltige Substanz ist, es nur 
einen sehr geringen Teil des Stickstoffs der Toxinbouillon enthilt. 

Eingehende Versuche zu dieser Frage wiirden von groBem Inter- 
esse sein. 


X. Ist das Diphtherietoxin eine Fettsubstanz? 


In gewissen Fallen spielen bekanntlich Fettsubstanzen in sero- 
logischer Beziehung eine Rolle. Deshalb ist es a priori keineswegs 
ausgeschlossen, daB die Fettsubstanzen der Diphtheriebazillen in irgend 
einem Verhaltnis zum Toxin stehen kénnen.. Die amerikanischen 
Forscher Warden, Connell und Holly (1921) haben jiingst nicht nur 
behauptet, daB die toxischen Substanzen eben das Fett der Diphtherie- 
bazillen seien, sondern auch, daB man aus gewissen Fetten, wie Olein, 
Palmitin und anderen, in Verbindung mit Cholesterin, Natriumhydroxyd 
und Bouillon ein Diphtherietoxin synthetisieren kann; fernerhin sollte 
es der Dispersionsgrad sein, welcher die Giftwirkung bestimme, d. h. dic 
Giftwirkung wire eine kolloidchemische Erscheinung. Es ist 21 
vermuten, daB diese Verfasser von der in der Einleitung erwahnten 
Vaughanschen Hypothese betreffs der Natur der Bakteriengifte be- 
einfluBt sind. Da8 ihre Angaben etwas phantastisch klingen, ist von 
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weniger Belang, und sollten sie sich als richtig erzeigen, wirde hier 
eine wichtige Moéglichkeit einer Lésung der Frage tiber die Natur der 
Bakteriengifte vorliegen, was auch von Hartley (1922) hervorgehoben 
wird. In dieser Verbindung muB eine Arbeit von Much und Schmidt (1922) 
erwaihnt werden. Diese Verfasser haben die antigenen Eigenschaften 
verschiedener Fette studiert, konnten aber weder eine tédliche Wirkung 
auf Versuchstiere noch eine Bildung spezifischer Antikérper durch 
Verabreichung dieser Stoffe nachweisen. Dagegen zeigten sie, dab 
injizierte Fettstoffe sehr langsam resorbiert werden. Durch einen 
Vergleich mit diesen Versuchen treten die Resultate Wardens und 
seiner Mitarbeiter als sehr eigentiimlich hervor. 

Um méglicherweise diese Frage zu kliren, haben wir einige Ver- 
suche mit in verschiedener Weise extrahiertem Diphtheriebazillenfett 
ausgefiihrt, indem wir die Toxizitat dieser Extrakte ausprobierten. 
Die Extraktion wurde, wenn nicht anderes angegeben wird, folgender- 
mafen ausgefiihrt. Das Material, Diphtheriebouillon oder mit Quarz 
zerriebene Diphtheriebazillen, wurde bei Zimmertemperatur mit einer 
Mischung von Ather und Petrolither geschiittelt. Die klare Ather- 
schicht wurde abgegossen und bei 37° verdunstet, der Atherriickstand 
mit reinem Petrolither geschiittelt und dieser wieder bei 37° ver- 
dunstet. Dieser ProzeB wurde mehrmals wiederholt, was notwendig 
ist, indem sonst etwas toxinhaltiges Wasser mit tibergefiihrt werden 
kann, was selbstverstandlich das Resultat verschleiern kann. Der 
Atherriickstand wurde in 96proz. Alkohol gelést und diese Lésung 
fir den Versuch verwendet. Es ist indessen jetzt zu bemerken, dab 
sowohl das Toxin wie die Bazillenemulsion eine schwach alkalische 
Reaktion besitzen, die Fette also teilweise als Seifen vorhanden sind; 
das Material anzusiuern, ist aber untunlich, weil dadurch, wie wir 
friiher gezeigt haben, das Toxin sehr schnell vernichtet wird. Man 
kann deshalb nicht darauf rechnen, alles Fett extrahieren zu kénnen. 

Es ist nun notwendig, zu erfahren, ob die Atherextraktion das 
Toxin abschwicht. Ein diesbeziiglicher Versuch wird in der Ta- 
belle XX XIX angegeben. 

Tabelle XXXIX. 





Injizierte Dose in 250 g Meerschwein 


Toxin | Seer uke ica 

0,005 ccm 0,003 ccm 0,002 ccm 
RreprOne. 8 e's + n.1 Tag + n.3 Tagen Lebt.Gr.Inf. 
Dasselbe, mit Ather extrahiert . . + n.1 Tag + n.4Tagen Lebt.Gr.Inf. 


Aus diesem Versuche geht hervor, da8 eine Atherextraktion jeden- 
falls keine gréBere Abschwichung des Toxins hervorruft. Dieses Re- 
sultat ist keineswegs befremdend, denn lieBe sich das Toxin durch 
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fettlésende Stoffe abschwiichen, so wire die allgemein verwendet: 
Methode, das Toxin durch Toluolzusatz zu konservieren, ungangbar. 

Der nachste Schritt ist, festzustellen, inwiefern die itherextrahierten 
K6rper toxisch wirken kénnen. Der Extrakt ist eine ausgesprochene 
Fettsubstanz, in Alkohol und Ather léslich und in Wasser unldslich. 
Die Farbe ist schwach gelblich. Nur geringe Mengen sind extrahierbar ; 
so wurden aus 300 ccm Bouillon nur 0,4 g Substanz mit einem Stickstoff- 
gehalt von 10%, und aus 120g feuchter Diphtheriebazillen 0,25 ¢ 
Trockensubstanz mit einem Stickstoffgehalt von 8,5°% extrahiert. 

Folgende Versuche iiber die toxische Einwirkung des Extraktes 
wurden ausgefiihrt. 

Versuche. 

a) Toxin VI, D. m.1. 0,003 eem. lecem in Alkohol gelister Ather- 
extrakt + 3cecm NaCl-Lésung, 4ccm des Ausgangsextraktes entsprechend, 
wurde auf je 250g Meerschweinchen injiziert; diese Menge entsprach 
1300 tédlichen Toxindosen. Das Versuchstier bekam am zweiten Tage 
ein kleines, hartes Infiltrat, welches 6 Tage spiter eine erbsengroBe, wohl 
abgegrenzte Wunde mit reiner Wundfliche bildete. Das Tier nahm die 
ganze Zeit an Gewicht zu und zeigte keine Vergiftungssymptome. 

b) 100g feuchter Diphtheriebazillen wurden mit 300 cem Athermischung 
geschiittelt. Von der Bazillenemulsion allein vermochten 0,2 ccm ein 
Meerschweinchen in 4 Tagen zu téten. 1cem alkoholgeléstes Fettextrakt 
+ 3ccm NaCl-Lésung, 8 g Bazillen entsprechend, wurden an 250g Meer- 
schweinchen injiziert. Die Dosis entsprach somit 40 tédlichen Dosen. Das 
Tier lebte, nahm an Gewicht zu und zeigte keine anderen Symptome als 
die oben erwahnte spezifische, abgegrenzte, harte Infiltration. Es trat 
keine Wunde auf. 

Diese Versuche zeigen somit, da8 das Toxin durch direkte Ather- 
extraktion sich nicht gewinnen laBt. Bemerkenswert sind die Infiltra- 
tionen, welche ein ganz andersartiges Aussehen als die typischen Di- 
phtherieinfiltrationen haben. Sie sind lokal. begrenzt, strahlenférmig 
und hart. Mitunter zeigt sich nach 5 bis 10 Tagen an der Infiltrations- 
stelle eine Wunde mit reiner Wundfliche und abgegrenztem Rande, 
die jedoch ohne weiteren Schaden fiir das Tier bald heilt. Wir werden 
weiter unten sehen, wie diese typische Infiltration eben nach Injektion 
von Fettemulsionen entsteht. 

Man kénnte sich auch denken, daB die Fettsubstanzen selbst 
nicht fertig gebildete Toxine sind, sondern ,,Protoxine‘‘, was iibrigens 
auch die Anschauung Wardens und seiner Mitarbeiter zu sein scheint, 
daB das Fett also erst nach Mischen mit Bouillon toxisch wird. Hier- 
iiber haben wir den folgenden Versuch ausgefiihrt. 


Versuche. 


ec) Toxin VI, D.m.1. 0,003 cem. 5cem alkoholgeléster Atherextrakt 
+ 45cem Bouillon von py = 7,2 werden 8 Stunden in den Thermostaten 
bei 37° nach Schiitteln gestellt. Aus dieser Mischung werden 4 cem (750 téd- 
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lichen Dosen entsprechend) einem Meerschweinchen von 250 g injiziert. 
Das Tier nahm an Gewicht zu und zeigte keine anderen Symptome als 
eine kleine harte Infiltration. , Keine Wunde. 

d) 5cem Bazillenextrakt + 45 cem Bouillon bei 37° in 16 Stunden, 
pu = 7,4; hiervon wurden 4ccm einem Meerschweinchen von 250 ¢ 
20 tédlichen Dosen entsprechend) injiziert. Das Tier nahm an Gewicht zu 
und bekam nach 3 Tagen eine typische kleine Infiltration, welche am 
zehnten Tage eine bald geheilte Wunde vom obenerwihnten Typus ergab. 

e) 100g feuchte Bazillen ¢ — 200cem mit Alkohol geschiittelt und 
10 Tage bei 37° extrahiert, 5ccm von diesem Extrakt + — 30cem Bouillon, 
pu = 7,4, gut geschiittelt, und 40 Stunden im Thermostaten bei 37° belassen, 
daraus 4ccm einem Meerschweinchen von 250g injiziert. Gewichtszu- 
nahme; kleine Infiltration, in lokalisierte Wunde iibergehend. 

In keinem der hier mitgeteilten Versuche ist es gelungen, durch 
aus Bazillen oder Toxin extrahiertes Fett eine nachweisbare Gift- 
wirkung zu erhalten. Die einzige Wirkung war die erwihnte spezielle 
Infiltration. 

Wir haben einzelne Versuche mit den ,,synthetischen Toxinen‘* 
nach Warden, d. h. Fettemulsionen, ausgefiihrt, und teilen hier einen 
solchen mit: 

f) 2g Olsiure, 2 g Stearinsiure, 0,1 g Cholesterin und 0,5 g Natrium- 
hydroxyd wurden in 100 ccm Alkohol gelést. Aus dieser Lésung wurden 
2ccm tropfenweise und unter Umschiitteln zu 98.ccm Bouillon (pq = 7,4) 
getan und 16 Stunden im Thermostaten bei 37° stehengelassen. Spiter wurden 
aus dieser Emulsion 2 cem einem Meerschweinchen (250 g) injiziert. Das 
Tier zeigte keine krankhaften Symptome, nahm an Gewicht zu, zeigte 
aber dieselbe spezielle Infiltration wie die voranstehenden. Die Infiltration 
ging nach 12 Tagen in eine Wunde iiber. 

Es wire denkbar, daB die erwihnten Infiltrationen eine schwache 
Diphtherietoxinwirkung andeuten kénnten; in diesem Falle diirften 
sie nicht entstehen, falls zum Extrakte und den Suspensionen erst 
eine gewisse Menge Diphtherieantitoxin getan worden war. Wir haben 
einen Versuch in dieser Richtung ausgefiihrt, welcher in Tabelle XL 
dargestellt ist. Wir haben hier sowohl normales als Diphtherieserum 


verwendet. 
Tabelle XL. 








; Material Ceibiieitia 
1 Toxin VI, 0,003 cem Tot nach vier Tagen 
2  Extrakt davon, entsprechend  Lebt. Kleine lokale Infiltration. 
750. todliche Dosen Nachher wund 


3 | Dasselbe + — 0,2 ccm Normal- Dasselbe 


| serum 

4 | Dasselbe + — 0,2cem Diphtherie- | Dasselbe 
/  gerum 

’ Wir sehen hier, daB weder das Nqrmalserum noch das Diphtherie- 


serum das Entstehen der Infiltration und Wunde verhindern kann. 
36* 
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Diese Reaktion beruht wohl demnach ganz einfach auf dem injizierten 
Fett, gleichgiiltig, ob es aus Diphtheriebazillen herstammt oder nicht. 

Somit haben unsere Versuche als Resultat ergeben, daB die Fett. 
substanzen der Diphtheriebazillen mit groBer Wahrscheinlichkeit 
weder selbst die toxischen Substanzen sind noch als ,,Protoxin‘ das 
Entstehen dieser verursachen kénnen. Wenn eine Spur von Realitit 
in den kategorischen AuSerungen Wardens, Connells und Hollys 2 
finden ware, miiBte es sich unserer Meinung nach in den hier berichteten 
Versuchen bestiatigt haben. Die Nichtiibereinstimmung der von uns 
und den erwahnten Forschern gemachten Versuche dadurch zu er. 
klaren, daB wir bei keinem ,,passenden Dispersititsgrad‘‘ oder anderen 
,passenden kolloidalen Bedingungen“ gearbeitet haben, diirfte wohl 
kaum als logisch befriedigend angesehen werden. 

Die Theorie, daB das Diphtherietoxin eine Fettsubstanz wiire, 
hat somit in unseren Versuchen keine Stiitze gefunden. 


XI. Diskussion. 

Im vorhergehenden sind einige auf verschiedenen Wegen ermittelte 
Tatsachen tiber die Beziehungen zwischen der Tatigkeit der proteo- 
lytischen Enzyme der Diphtheriebazillen und ihrer Toxinproduktion 
festgestellt worden. Diese experimentellen Befunde sind auch als die 
wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchung anzusehen. 

Doch drangt sich unwillkiirlich die Frage in den Vordergrund, 
was diese Versuche mit Riicksicht auf die chemischen Vorginge der 
Toxinbildung zu besagen haben und wie die chemische Natur des 
Diphtheriegiftes aufzufassen ist. Freilich bewegen wir uns hier auf 
dem Gebiete der Hypothesen, und unsere nachstehend entwickelten 
Anschauungen diirften nur als eine Arbeitshypothese aufzufassen sein. 

Zuerst scheint aus diesen Untersuchungen hervorzugehen, dal} 
das Diphtherietoxin entweder selbst ein intermediires EiweiBabbau- 
produkt oder sehr intim mit einem solchen verbunden ist. Die Hypo- 
these, daB das Toxin ein Fettstoff oder ein mit den Fettkomplexen 
der Diphtheriebazillen verbundener Stoff sei, scheint wenig wahr- 
scheinlich zu sein. 

Dann kommt die Frage, in welcher Weise das Toxin gebildet wird. 
Hier sind zwei Méglichkeiten vorhanden: 

A. Das Toxin wird innerhalb der Bazillenleiber gebildet. 

B. Das Toxin wird auBerhalb der Bazillen gebildet. 

A. In bezug auf A. kénnen wir uns folgende Méglichkeiten denken : 

1. Das Toxin ist ein normales Stoffwechselprodukt, wie z. B. der 
Harnstoff der héheren Organismen. Aber dies ist wenig wahrscheinkich 
in Anbetracht der Tatsache, daB Wachstum und Toxinbildung durch- 
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aus nicht parallel gehen. Es ist viel leichter, gutes Wachstum als gute 
Toxinbildung zu erhalten. 

2. Das Toxin ist ein extranormales Stoffwechselprodukt, das nur 
entsteht, wenn den Bazillen gewisse bestimmte Aminosiuren oder 
,,.Vitaminstoffe (Davis, 1920) zu Gebote stehen. Unsere Versuche 
in Abschnitt IV zeigen z. B., daB zwei Bouillons mit Wittepepton, 
in deren einer das Pepton durch Trypsin gespalten worden ist, beide 
gutes Wachstum aufwiesen, daB aber nur in der ungespaltenen Toxin 
gebildet wurde, ungeachtet, da die gleichen Mengen_,,Vitamine“ 
und Aminosiure vorhanden waren. Ubrigens fanden wir, daB das 
reichliche Vorhandensein von Albumosen fiir gute Toxinbildung in 
allen den von uns untersuchten Fallen Bedingung war. Wenn nur 
tiefer abgebaute Stickstoffverbindungen vorhanden waren, blieb trotz 
guten Wachstums stets die Toxinbildung aus. Auch die Theorie, dal} 
das Toxin ein extranormales Stoffwechselprodukt ist, muB daher als 
sehr fraglich bezeichnet werden. 

3. Das Toxin ist ein postmortales Autolyseprodukt der Diphtherie- 
bazillen. Die Theorie ist jedoch durch die Tatsache widerlegt worden, 
da8 zerriebene und autolysierte Diphtheriebazillen im Verhaltnis zu 
Diphtherietoxin nur verhiltnismaBbig wenig giftig sind. 

Wir glauben, daB diese drei Fille als typisch aufzufassen sind, 
und wenn man sich auch noch andere denken kann, werden sich diese 
doch auf irgend einen der hier skizzierten zuriickfiihren lassen. 

Wenn wir also die Auffassung A., daB das Toxin innerhalb der 
Bazillenleiber gebildet wird, zusammenfassend betrachten, so erscheint 
sie kaum haltbar. Wir wenden uns daher zu dem entgegengesetzten 
Standpunkt B., daB das Toxin ganz oder zum gréBten Teil auBerhalb 
der Bazillenleiber gebildet wird. 

B. 1. In erster Linie besteht hier die von Morgenroth und Pane (1906) 
und Walbum (1909, 1922) aufgestellte ,,Protoxintheorie“, d.h. daB die 
Diphtheriebazillen nicht ein fertiges Toxin sezernieren, sondern ein 
atoxisches ,, Protoxin‘‘, das durch Addition mit einem Molekiil Albumose 
das Toxin bildet. Die ersten Untersuchungen Walbums beriithren das 
Staphylolysin, und hier hat es den Anschein, als ob es in der Tat ein 
derartiges Additionsprodukt wire. Es ist daher naheliegend, zu denken, 
da8 das Diphtheriegift in ahnlicher Weise gebildet wird. Aber wie 
nachstehend entwickelt wird, scheint es, als ob die Bildung von Staphylo- 
lysin und die Bildung des Diphtherietoxins zwei wesentlich verschiedene 
Prozesse sind, wie dies Walbum (1922) hervorhebt. 

2. Der andere von uns (Dernby, 1922) hat eine andere Hypothese 
aufgestellt, die ebenfalls voraussetzt, daB das Toxin zum gréBten Teil 
auBerhalb der Bazillenzellen gebildet wird, aber die Toxinbildung 
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nicht als einen AdditionsprozeB, sondern als eine proteolytische Spaltung 
der Albumosen der Bouillon ansieht. 

Wie friiher gezeigt worden ist, hat man bisher die proteolytischen 
Tatigkeiten der Diphtheriebazillen nicht in Beziehung zur Toxin. 
bildung gestellt. In der vorstehenden Arbeit haben wir einen solchen 
Parallelismus systematisch durchgefiihrt und sind der Meinung, daraus 
einige ganz neue Gesichtspunkte fiir die Toxinbildung erhalten 2 
haben. Die urspriingliche ,,Protoxinadditions‘theorie scheint nicht 
fiir das Diphtherietoxin zu gelten. Denn teils entsteht ein nicht un- 
betrachtlicher EiweiBabbau, wenn man gemahlene Diphtheriebazillen 
oder Diphtherietoxin mit Bouillon oder Pepton vermischt, was gegen 
einen ,,AdditionsprozeB“ spricht, und teils entsteht die erhéhte Toxi- 
zitat nicht momentan, sondern erst nach einiger Zeit, und fallt mit 
den ersten Stadien der Proteolyse zusammen. 

Daher ist folgende Theorie, die mit den im vorhergehenden an- 
gegebenen Tatsachen in gutem Einklang steht, aufgestellt worden. 

Die Diphtherietoxinbildung kann folgendermafen ausgedriickt 
werden : 

Der grépte Teil des Toxins wird weder innerhalb der lebenden noch 
von den toten autolysierten Bazillenzellen gebildet, sondern stammt von 
den Albwmosen der Ndhrbouillons her. Die Diphtheriebazillen sterben 
ab, autolysieren, und dabei werden proteolytische Enzyme spezifischer 
Art frei. Diese Enzyme spalten sowohl die in den Bazillen als auch die 
zum grépten Teil in der Nahrbouillon vorhandenen Albumosen und Pep- 
tone in einfachere Verbindungen. LEinige der ersten intermedidren Spalt- 
produkte sind die Toxine. Da der weitaus grépte Teil der Albumosen 
aus der Néhrbouillon stammt, kann, praktisch genommen, gesagt werden, 
daB.die Toxine aus der Bouillon stammen. Wenn der proteolytische 
Abbau weiter geht, werden auch die Toxine gespalten und verlieren dabei 
thre toxischen Eigenschaften. 

KurzgefaBt, kann diese Theorie durch folgende Gleichungen aus- 
gedriickt werden : 

durch die 4 
1:0 Albumosen “jrot Enz. derD.B.> ZWwischenprodukte 
(atoxisch) ; (toxisch) 
durch die _ Tiefere Abbauprodukte, 


2:0 Zwischenprodukte ~ct. Enz. derD.B.> + Aminosiuren u. del. 
(toxisch) (atoxisch) 





Nach dieser Anschauung ist die Toxinbildung nicht ein stetiger 
ProzeB, sondern eine Resultante von zwei in entgegengesetzter Richtung 


wirksamen Reaktionen. 
Unter Benutzung eines zwar sehr willkilich gewihlten Bildes, 
kénnte man die Toxinbildung mit der Vergirung von Glucose in 
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Alkohol und Kohlensaure vergleichen, welche Vergirung mit Hilfe 
einer Hefeart die zum Teil selbst den Alkohol weiter abbauen kann. 

In dieser Arbeit haben wir vorwiegend mit Experimenten in vitro 
gearbeitet. Es ist auffallend, in wie gutem Einklang diese Theorie 
mit simtlichen von uns gefundenen experimentellen Tatsachen steht. 

Moglicherweise kann diese Theorie auch auf einige der gefundenen 
Widerspriiche im Verhalten des Diphtherietoxins in vitro und in vivo 
ein neues Licht werfen. Auch ist es méglich, daB diese Theorie anderen 
Bakteriengiften, wie z. B. dem Tetanustoxin und dem Botulismus- 
toxin, angepaBt werden kann. 

Ob die hier skizzierte Theorie nun den tatsachlichen Vorgingen 
entspricht oder nicht, so hat sie jedenfalls als Arbeitshypothese einen 
Platz zu beanspruchen, da sie das Verstindnis fiir das Problem der 
Toxinbildung sehr erleichtert und dazu anregen kann, noch tiefer in 
dieses sowohl praktisch als theoretisch wichtige Problem einzudringen. 


XII. Zusammenfassung. 

1. Die Diphtheriebazillen itiben in Bouillonkultur eine deutliche 
proteolytische Wirksamkeit aus. Parallel mit der Proteolyse und 
wahrscheinlich als eine Folge derselben sinkt die Wasserstoffionen- 
konzentration (py steigt). Wahrend des ersten Stadiums der Proteolyse 
steigt die Toxizitaét, erreicht ein Maximum und sinkt dann mit fort- 
schreitender Proteolyse wieder. Es ist wahrscheinlich, daB die spontane 
Toxinzerstérung eher durch die proteolytischen Vorginge als durch 
erhéhte Alkalinitét bewirkt wird. 

2. Um gutes Wachstum der Diphtheriebazillen zu erzielen, miissen 
im Niahrboden reichlich tiefgespaltene Eiweibprodukte vorhanden 
sein. Aber wm starkes Toxin zu bekommen, scheint es unbedingt not- 
wendig, da Albumosen oder héhere Peptide anwesend sind. Gute 
Toxinbildung wurde beobachtet unter Benutzung von Wittepepton, 
Martinpepton und Douglas-Hartleybouillon. Dagegen haben Peptone, 
die hauptsichlich tiefgespaltene EiweiBprodukte enthalten, wohl gutes 
Wachstum, aber nur sehr wenig Toxin gegeben. 

3. Die Stabilitat des Diphtherietoxins bei verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen wurde untersucht. Es scheint, als ob die 
momentane Schwichung des Toxins im sauren Gebiet durch Neutra- 
lisation jedenfalls teilweise reversibel sei. 

4. Proteolytische Enzyme, wie Trypsin, Erepsin und die sekun- 
diren Proteasen (Tryptasen) von Leukozyten, Hefe, B. prodigiosus, 
B. pyocyaneus und von den Diphtheriebazillen selbst zerstéren oder 
schwichen das Toxin sehr schnell ab. 

5. Eingehende Untersuchungen iiber die Autolyse und die proteo- 
lytischen Enzyme der Diphtheriebazillen wurden ausgefihrt. 
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a) Sowohl zerquetschte Bazillen wie das Toxin kénnen autolysieren, 
wenn auch nur sehr schwierig. Das Optimum beider dieser Autolyse- 
vorginge liegt zwischen py = 5 bis py = 6. 

b) In der filtrierten Diphtheriebouillon (Toxin) sind nur sehr 
schwache proteolytische Wirkungen zu beobachten. Gelatine wird 
tiberhaupt nicht angegriffen, Peptone und Glycylglycin werden zu 
einem wohl meBbaren, aber sehr kleinen Betrag gespalten. Das Optimum 
liegt etwa bei py = 7 bis py = 8. Die Diphtheriebazillen besitzen 
also keine solchen extrazellulir wirkenden Enzyme wie B. pyocyaneus, 
B. prodigiosus und andere. 

c) In zerriebenen und autolysierten Diphtheriebazillen konnten, 
wenngleich nur schwach wirkende, sekundire Proteasen festgestellt 
werden, die sowohl Gelatine, Pepton und Glycylglycin spalten kénnen. 
Das Optimum liegt zwischen py = 6 bis pg = 8. 

6. Die von Walbum nachgewiesene Toxizitatserhéhungen durch 
Zusatz von Bouillon sind bestiitigt worden, Wenn fertiges Toxin 
oder ein Extrakt von autolysierten Diphtheriebazillen mit Bouillon 
oder Pepton vermischt wird, so tritt manchmal eine nicht unbetracht- 
liche Toxizititserhshung ein. Die Giftigkeit steigt zuerst, durchlauft 
nach 5 bis 20 Stunden ein Maximum und sinkt dann wieder. Parallel 
mit diesem letzten Vorgang wird der Aminostickstoff erhdht. 

7. Mit Petrolither extrahierte Fettsubstanzen sowohl aus fertigem 
Toxin wie aus autolysierten Diphtheriebazillen wurden auf Giftigkeit 
gepriift. In keinem Falle konnte eine Giftwirkung beobachtet werden. 

8. Einige Parallelversuche mit Tetanustoxin sind ausgefiihrt 
worden. Die Tetanusbazillen zeigen gréBere proteolytische Wirkungen 
als die Diphtheriebazillen in Bouillonkultur, besitzen auch kriftigere 
Enzyme. Das Tetanustoxin wird weniger schnell vom Trypsin zerstért 
als jene. Die eigenen Enzyme der Tetanusbazillen scheinen das Toxin 
nicht zu zerstéren. Zusammenfassend scheint es, als ob auf diesem 
Gebiete ein Wesensunterschied zwischen den beiden Toxinen besteht. 

9. Eine einfache Hypothese ist aufgestellt worden, welche die 
obigen experimentellen Befunde erkliren kann. 
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XVII. Mitteilung. 
Partielle Reduktion von Dinitrokérpern. 


Von 
Carl Neuberg und Elsa Reinfurth. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts 
fiir experimentelle Therapie, Berlin-Dahlem.) 


In der I. Mitteilung itiber phytochemische Reduktionen haben 
C. Neuberg und EF. Welde*) die Umwandlung der Nitrogruppe in die 
Aminogruppe durch girende Hefe beschrieben, und zwar am Beispiel 
des Nitrobenzols, das in Anilin iibergeht. An einem gréBeren Material 
haben Neuberg und verschiedene Mitarbeiter gezeigt, da’ auch andere 
desoxydierbare Stoffe, wie Aldehyde, Thioaldehyde, Disulfide, Ketone 
und Diketone, von den lebenden Zellen und aus ihnen gewonnenen 
Zubereitungen — Trockenpraparaten oder Saften — in entsprechende 
Reduktionsprodukte tibergefiihrt werden, die in den erwahnten Fallen 
Alkohole oder Thioalkohole sind. Die phytochemische Reduktion 
der Nitrokérper ist anders zu bewerten als die reduktive Umformung 
aller weiteren angefiihrten Verbindungen ; denn bei den letzteren kénnen 
keine Durchgangsglieder auftreten, deren Oxydationsstufe zwischen 
der des Ausgangsmaterials und des Reduktionsproduktes liegt. Anders 
bei den Nitrokérpern. Im Einklange mit den Feststellungen F. Habers*) 
iiber den Mechanismus der Desoxydationen von Nitrogruppen haben 
C. Neuberg und EF. Welde in der V. Mitteilung tiber den genannten 
Gegenstand in einer Abhandlung iiber ,,Zwischenstufen bei der Um- 
wandlung der Nitrogruppe in die Aminogruppe“*) dargetan, da auch 
Nitrosobenzol und Phenylhydroxylamin von girender Hefe in Anilin 
iibergefiihrt werden, und sie waren zu der SchluBfolgerung gekommen, 
daB iiber diese beiden Stickstoff-Sauerstoffverbindungen als intermedidre 
Phasen die phytochemische Reduktion des Nitrobenzols selbst verliuft. 


1) C. Neuberg und E. Welde, diese Zeitschr. 60, 472, 1914. 

2) F. Haber, Zeitschr. f. Elektrotechnik 4, 506, 1898; F. Haber und 
R. Russ, Zeitschr. f. physik. Chem. 47, 257, 1904. 

3) C. Neuberg und EH. Welde, diese Zeitschr. 67, 18, 1914. 
































































562 C. Neuberg u. E. Reinfurth: 
Dagegen gelang es ihnen nicht, bei zwei Stickstoffatome enthaltenden 
Gebilden, die auf der Strecke Nitrobenzol —» Anilin liegen, namlich phy 
: beim Azoxybenzol und Azobenzol, die phytochemische Reduktion zum dur 
Anilin zu bewirken. Sie fanden vielmehr Azobenzol auf, das in be- late 
2 ae stimmten Fallen durch Kondensation des Bindegliedes Nitrosobenzol Cai 
p mit der Endstufe Anilin entstanden sein kann. mit 
Schon vor langerer Zeit sind Versuche vorgenommen, Poly-nitro- wie 
ie oie verbindungen mittels girender Hefe phytochemisch zu reduzieren, und ferr 
: wir teilen im folgenden die beim m-Dinitrobenzol erhaltenen Ergebnisse keit 
t mit, weil diese Substanz seither von W. Lipschitz!) nach anderer enti 
a Richtung hin untersucht worden ist und auf Grund der von ihm ge- dafi 
machten wichtigen Angaben das Interesse der Physiologen und Pharma- als 
kologen gefunden hat. Der genannte Autor fiihrt an, da8 das m-Dinitro- Gar 
benzol beim Zusammentreffen hauptsichlich mit tierischen Geweben in Ver 
m-Nitrophenylhydroxylamin tibergeht, das er zwar nicht in reinem Zu- 
stande zu gewinnen vermochte, aber durch Reaktionen charakterisiert aus 
hat. Der Verfasser erwaihnt auch (1. c.) Experimente mit Hefe sowie mit am 
Pflanzenkeimlingen; bei diesen erzielte er eine intensive Gelbfairbung, ges 
die auf Bildung des m-Nitrophenylhydroxylamins bezogen wird, nan 
ebenso wie die Farbprobe mit Sodalésung [Violettfirbung*)]. Ferner pro 
wurde nach lingerer Beriihrung mit den Organmaterialien eine Fliissig- gek 
keit erhalten, die eine deutliche Diazoreaktion gab. Dies deutet auf wie 
die Bildung eines Amins hin; Lipschitz hat an m-Nitranilin gedacht, wo. 
aber auch diese Substanz nicht isoliert. Keineswegs kann nun aus vor 
dem positiven Ausfall einer Diazoreaktion unbedingt auf das Vorliegen here 
von m-Nitranilin geschlossen werden; denn es ist bei der Umwandlung Zus 
des m-Dinitrobenzols eine ganze Reihe von Aminokérpern denkbar, trit! 
beispielsweise das entsprechende Amino-nitrosobenzol, Amino-nitro- eav 
azoxy-benzol, Diamino-azoxy-benzol, Diamino-hydrazo-benzol, Nitro- daB 
amino-azo-benzol usw. Ver 
Aus diesem Grunde erscheint es uns geboten, unsere Befunde die 
mitzuteilen, daB tatsichlich m-Nitranilin bei der von uns gewihlten tion 
Arbeitsweise entsteht. Diese unterscheidet sich von der von Lipschitz Hye 
eingeschlagenen grundsitzlich dadurch, daB wir mit gdrenden Zucker- der 






lésungen gearbeitet haben, also in Gegenwart von Kohlenhydrat, das 
nach den Angaben des erwihnten Autors fiir die von ihm beobachtete 
Reduktionswirkung nicht in Betracht kommt. 












1) W. Lipschitz, H. 109, 250, 1920; Pfliigers Arch. 196, 463, 1922. 
*) DaB fiir solche Farbreaktionen jedoch nicht das Hydroxylamin- 
derivat verantwortlich ist, sondern ein aus unreinem m-Dinitrobenzol 
hervorgegangener Begleiter, haben K. Brand (Journ. f. prakt. Chem. [2] 
74, 464, 1906), K. Brand und J. Steiner (Ber. 55, 882, 1922) sowie 
N. Watermann und J. Kaljf (diese Zeitschr. 185, 174, 1923) betont. 
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AuBerdem besteht ein von uns oft betonter Zusammenhang zwischen 
phytochemischer Reduktion und Garung. Er beruht darauf, daB die 
durch Hefe desoxydierbaren Substanzen sich als kraftige Stimu- 
latoren der geistigen Garung erwiesen haben. Insbesondere haben 
C. Neuberg und M. Ehrlich) sowie C. Neuberg und M. Sandberg?) 
mitgeteilt, daB die verschiedensten Stickstoff-Sauerstoffverbindungen, 
wie Mono- und Poly-nitrokérper, darunter auch das m-Nitranilin, 
ferner Nitroso- und Hydroxylaminderivate deutlich katalytische Fahig- 
keiten hinsichtlich des Ablaufs der alkoholischen Zuckerspaltung 
entfalten. Die bisherigen Erfahrungen berechtigen zu der Vermutung, 
da nahezu jeder Koérper, der von arbeitender Hefe reduzierbar ist, 
als Garungsaktivator zu fungieren imstande ist, und daB umgekehrt 
Garungsbeschleuniger, die eine desoxydierbare Gruppe enthalten, im 
Verlauf des Giarungsvorganges hydriert werden kénnen. 


Die im nachstehenden mitgeteilten Daten lehren, daB m-Nitranilin 
aus m-Dinitrobenzol auBerordentlich schnell gebildet wird und da 
am Ende des Giraktes, wo erhebliche Quantitaten m-Nitranilin ab- 
geschieden werden kénnen, auch unverindertes Ausgangsmaterial, 
namlich m-Dinitrobenzol, noch reichlich vorhanden ist. Als Neben- 
produkt haben wir m-Dinitro-azoxy-benzol gefunden und einwandfrei 
gekennzeichnet. Die Reaktion nimmt also einen ahnlichen Verlauf, 
wie wir ihn vor einem Jahrzehnt beim Nitrosobenzol ermittelt hatten, 
wo auch zwei Aryl-stickstoffreste wihrend des biologischen Reduktions- 
vorganges zusammentreten. N. Waterman und J. Kalfjf (1. c.) haben 
bereits darauf aufmerksam gemacht, daB m-Dinitro-azoxy-benzol beim 
Zusammenbringen von m-Dinitrobenzol mit tierischen Geweben auf- 
tritt; sie beziehen seine Bildung auf eine nachtragliche Oxydation 
zuvor erzeugten m-Nitrophenylhydroxylamins. Wir glauben jedoch, 
daB in den Versuchen mit girender Hefe, d. h. bei praktisch anaerobem 
Verlauf der Umsetzungen in der Atmosphire von Giarungskohlensaure, 
die Entstehung des Azoxykérpers gedeutet werden kann als eine Reak- 
tion®) von zunichst aus Nitrosobenzol durch Reduktion entstandenem 
Hydroxylaminderivat mit dem nachgebildeten Nitrosobenzol, gemab 
der Gleichung: 


NO,—C,H,—NO + OH. HN—C,H,—NO, = H,0 + 
NO,—C,H,—N : N—C,H,—NO,. 


A 
O 


1) ©. Neuberg und M. Ehrlich, diese Zeitschr. 101, 276, 1920. 

2) C. Neuberg und M. Sandberg, diese Zeitschr. 109, 290, 1920. 

3) Vgl. E. Bamberger und E. Renauld, Ber. 30, 2278, 1897; E. Bam- 
berger und A. Rising, Ann. 316, 257, 1901. 
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Indem wir auf die bemerkenswerten, unter anderen Bedingungen 
von Lipschitz ausgefiihrten Versuche verweisen, wollen wir erwahnen, 
da8 das m-Nitranilin ein leuchtend gelber Kérper von mindestens 
so starker Farbintensitiét wie das m-Nitrophenylhydroxylamin ist. 
Dieser Umstand kénnte von Bedeutung fiir die kolorimetrische Be- 
stimmung des auf biologischem Wege aus dem m-Dinitrobenzol hervor- 
gegangenen Hydroxylaminabkémmlings sein, um so mehr, als nach 
einer uns freundlichst vor laingerer Zeit durch Herrn Prof. K. Brand 
in GieBen erteilten Auskunft das m-Nitrophenylhydroxylamin manch- 
mal sogar in hellgelben Kristallen auftritt. Hiervon iiberzeugten wir 
uns durch Umkristallisation eines uns von Herrn Prof. Brand giitigst 
iiberlassenen Priiparates und durch den Vergleich der Farbstiirke von 
aiquimolekularen Lésungen des m-Nitranilins und m-Nitropheny!- 
hydroxylamins. Das Ergebnis einer kolorimetrischen Bestimmung des 
m-Nitrophenylhydroxylamins kénnte also unter Umstanden getriibt 
sein wegen der Beimischung des stark gelb gefiirbten m-Nitranilins, 
und andererseits unsicher dadurch werden, daB ein Teil des m-Nitro- 
phenylhydroxylamins auch ohne Sauerstoffzufuhr — infolge Umsetzung 
mit dem im Verlauf der biochemischen Dehydrierung notwendigerweise 
stets gebildeten m-Nitrosobenzol — verschwindet. 

Beweise fiir die phytochemische Reduktion auch der zweiten 
Nitrogruppe des m-Dinitrobenzols liegen bisher nicht vor. Wohl aber 
fanden wir wie Lipschitz einen methimoglobinbildenden Stoff; derselbe 
darf wohl auch bei unserer Versuchsanordnung als m-Nitrophenylhydro- 
xylamin aufgefaBt werden. Eine sekundire Bildung desselben aus dem 
anwesenden Anilinderivat ist bei dem Fehlen von Sauerstoff nicht 
anzunehmen. Die von W. Heubner!) sowie auch schon von EF. Meyer?) 
erwogene und von Ph. Ellinger®) bewiesene oxydative Entstehung 
von Hydroxylaminabkémmlingen aus Aminen steht bei der phyto- 
chemischen Reduktion kaum in Frage. Vielmehr befindet sich die 
intermediire Bildung von m-Nitrophenylhydroxylamin, fiir die ein 
Beweis im Auftreten des Azoxybenzolderivats erblickt werden kann, in 
Ubereinstimmung mit den vor vielen Jahren entwickelten Anschauungen 
von Neuberg und Welde, deren Berechtigung seither durch die Unter- 
suchungen von Moore*) und Lipschitz (l. c.) gestiitzt worden ist. Das 
Wahlvermégen der phytochemischen Reduktion, die sich nur an einer 
der desoxydierbaren Gruppen zu vollziehen braucht, hat sein chemisches 
Analogon in der Wirkung des Ammoniumsulfhydrats, der gestuften 
katalytischen Hydrierung sowie des elektrischen Stromes. Ahnliche 


1) W. Heubner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 72, 241, 1913. 
2) E. Meyer, H. 46, 497, 1905. 

8) Ph. Ellinger, H. 111, 121, 1920. 

4) Moore, Med. Res. Comm. 1917. 
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Verhiltnisse hat auch im hiesigen Laboratorium friiher F. F. Nord') 
bei der phytochemischen Reduktion des o-Nitrobenzaldehyds fest- 
gestellt. 

_ Endlich sei bemerkt, daB auch aus anderen Poly-nitrokérpern 
auf phytochemischem Wege Amine hervorgehen kénnen. 

Die Girungen wurden teils mit Saccharose, teils mit Starkesirup 
von 80% Zuckergehalt durchgefiihrt; dabei wurde obergirige Hefe 
benutzt, da sich zeigte, daB die uns zur Verfiigung stehende unter- 
girige Sorte gegen den Dinitrokérper empfindlich war. Der Zucker 
kam in 10proz. Lésung zur Anwendung. Sobald die Kohlendioxyd- 
entwicklung im Gange war, wurde das m-Dinitrobenzol in 10proz. 
alkoholischer Liésung unter kraftigem Umschwenken langsam hinzu- 
gefiigt; dadurch wurde die Girung nicht unterbrochen. Sie schritt 
bei Zimmertemperatur wie bei 37° in normaler Weise voran, und bereits 
2 Stunden nach der Zugabe war eine deutliche Gelbfarbung der Maischen 
zu erkennen. Die Gesamtgirdauer belief sich gewohnlich auf 3 bis 
5 Tage; war nach dieser Zeit nicht aller Zucker umgesetzt, so wurde 
nochmals Oberhefe nachgegeben. Im Verlaufe der Girung wurde das 
Auftreten eines methamoglobinbildenden Stoffes beobachtet; die Blut- 
reaktion hatte nach etwa 2 Tagen ihr Maximum erreicht und nahm 
dann ab. Die Garansiitze wurden so oft mit neuem Zucker und frischer 
Hefe beschickt, bis die Methamoglobinprobe negativ ausfiel; das 
traf zumeist nach der ersten Nachfiillung zu. 

Die Aufarbeitung der Maischen geschah auf zweierlei Arten. 

a) In einem Falle wurde das Gargut direkt filtriert und darauf 
mit Ather ausgeschiittelt, in den das Ausgangsmaterial und dessen 
Umwandlungsprodukte iibergingen. Die nach dem Abdunsten des 


_Lésungsmittels erhaltenen Kristalle wurden zuniachst auf ihre redu- 


zierende Kraft gegeniiber Fehlingscher Mischung geprift, bei allen 
Versuchen jedoch gianzlich ergebnislos. Die Kristalle wurden sodann 
mit verdiinnter wasseriger Salzsiiure in der Kalte ausgezogen. Das 
salzsaure, vom unldslichen Rest getrennte Filtrat, das mit Tier- 
kohle geklirt wurde, ergab nach Zusatz von Ammoniak sogleich eine 
Abscheidung schéner Kristalle von m-Nitranilin. Das von Salzsiure 
nicht geléste Material wurde mit absolutem Alkohol extrahiert, der 
unverindertes m-Dinitrobenzol aufnahm und beim Verdunsten zuriick- 
lieB. Der in absolutem Alkohol unlésliche Anteil gab weder die Reak- 
tionen eines Amins noch Hydroxylamins noch Phenols. Die Ver- 
bindung besaB den neutralen Charakter eines Azoxykérpers. Nach dem 
Umkristallisieren aus Benzol-Alkohol zeigte sie den Schmelzpunkt 142 
bis 143°; sie war gelb, konnte aber leicht nach dem Vorschlage von 


1) F. F. Nord, diese Zeitschr. 108, 315, 1920. 
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H. Klinger und R. Pitschke1) durch Umlésen aus heiBer Salpetersiiure 
in fast weiBen?) Nadeln erhalten werden. Der Schmelzpunkt blieb 
dabei unverindert (142 bis 143°). DaB in dem Produkt m-Diniiro. 
azoxy-benzol vorlag, ging eindeutig aus der Analyse und ebenso aus 
dem Ergebnis der Umlagerung zum m-Dinitro-oxy-azobenzol hervor, 
die durch Erwirmen mit starker Schwefelsiure herbeigefiihrt wurde. 
AuBerdem ist zum Vergleich das m-Dinitro-azoxy-benzol nach den 
Angaben von Klinger und Pitschke (l.c.) bereitet worden. Die Misch- 
proben des Garungserzeugnisses und synthetischen Ké6rpers ergaben 
denselben Schmelzpunkt, und das gleiche galt auch fiir die zugehérigen 
Umlagerungsprodukte (m-Dinitro-oxy-azobenzol). 

b) Im zweiten Falle wurde das gesamte Gargut erst mit Salzsiure 
kongosauer gemacht, nunmehr filtriert und dann wie im Falle a) auf- 
gearbeitet. Dabei ging das m-Nitranilin auch aus der verdiinnt salz- 
sauren Lésung in Ather tiber. Dieser Weg wurde beschritten, um 
etwa im Hefeschlamm sitzende basische Verbindungen in Lésung zu 
bringen. Diese zunachst befolgte VorsichtsmaBregel erwies sich jedoch 
als unnétig, da das m-Nitranilin offenbar ohne weiteres in die fliissigen 
Bestandteile der vergorenen Maischen iibertritt. 

Da die Filter stets hinreichend nachgewaschen waren, konnten 
tibrigens auch aus den in vacuo bei 30° getrockneten Heferiickstiinden 
mit Ather nur noch verschwindende Mengen von Nitrokérpern aus- 
gezogen werden. 


Kurze Zusammenstellung einiger Versuchsdaten. 


1. 250g Rohrzucker, gelést in 2500ccm Wasser, wurden mit 
250 g Brennereihefe und nach Beginn der Garung mit einer Lésung 
von 5g m-Dinitrobenzol in 50 ccm absolutem Alkohol versetzt. Die 
Garung lief in den ersten 24 Stunden bei Zimmertemperatur, dann 
bei 35° im Brutschrank ab. Nach 3 Tagen war aller Zucker ver- 
schwunden. Die Methimoglobinreaktion war héchstens angedeutet. 
Das Gargut wurde nun mit Salzsiure angesauert und hatte das Volumen 
von 2936ccm. Nach dem Filtrieren und Auswaschen wurde aus- 
geathert, bis die Extrakte véllig farblos waren. Die vereinigten Ather- 
ausziige wurden iiber Na,SO, getrocknet. Nach Verdunstung des 
Lésungsmittels blieben im Kolben braungelbe Kristalle nebst einer 
braunen Fliissigkeit zuriick. Dieses Gemenge gab keine Reaktion mit 
Fehlingscher Lésung, auch beim Erwirmen nicht; bei dieser Gelegenheit 
sei bemerkt, da8 das Girgemisch wihrend der ganzen Garung tiberhaupt 


1) H. Klinger und R. Pitschke, Ber. 18, 2551, 1885. 
*) H. M. Knipscheer, Rec. trav. chim, Pays-Bas 22, 1, 1903. 
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nur schwach eine alkalische Kupferlésung in der Kialte reduzierte. 
Die Kristalle wurden dann ohne Erwarmen mit verdiinnter H Cl digeriert, 
wobei das m-Nitranilin herausgelést wurde. Die durch’ Fallung mit 
Ammoniak erzielte Menge war nach dem Umkristallisieren 1,14 g, der 
Schmelzpunkt 111°. An m-Dinitro-azoxy-benzol wurden auf vorstehend 
beschriebene Weise rein erhalten 0,83g. Zur Identifizierung wurde 
es mit konzentrierter H,SO, erwirmt; aus der braunroten Lésung 
fielen beim Versetzen mit Wasser hellgelbe Kristalle aus, die den 
Schmelzpunkt von 171 bis 173° besaBen, also identisch waren iit 
dem von Klinger und Pitschke (1. c.) beschriebenen m-Dinitro-oxy- 
azobenzol. 

5,82 mg Substanz : 0,973 ccm N (21°, 757mm, KOH = 50%). 

C,.H,,N,0,. Ber. N = 19,44%; gef. N = 19,33 %. 

An unverandertem m-Dinitrobenzol wurden 1,72 g zuriickerhalten. 

Das m-Nitranilin wurde ebenfalls einer Stickstoffanalyse unter- 
zogen. 

0,1295 g Substanz : 23,2 ccm N (16°, 740 mm, KOH = 33%). 

C,H,N,O,. Ber. N = 20,29%; gef. N = 20,33 %. 

2. Wir lieBen die Lésung von 250 g Rohrzucker in 2500 cem Wasser 
mit 250g obergiriger Hefe angiren und versetzten danach mit 10g 
m-Dinitrobenzol in 100 ccm absolutem Alkohol. Im Gargut trat nach 
3 Stunden starke Gelbfarbung auf, die nach zweitagigem Stehen bei 
Zimmertemperatur in Braiunlich umschlug; voriibergehend wurde eine 
positive Methimoglobinreaktion erhalten. Da nach 4 Tagen die 
Spektralerscheinung noch zu erkennen war, wurden abermals 50 g 
Zucker, 100 com Wasser und 50 g Hefe hinzugefiigt. Die Girung setzte 
erneut kraftig ein und war nach weiteren 2 Tagen beendet; jetzt war 
auch die Himoglobinreaktion verschwunden. Die Aufarbeitung des Gar- 
gutes wurde genau wie bei Versuch 1 vorgenommen, nur unterblieb dies- 
mal ein Ansauern mit Salzsiure vor dem Filtrieren und Ausschiitteln 
mit Ather. Die Ausbeute an m-Nitranilin betrug 1,20 g und an m-Dinitro- 
azoxy-benzol = 1,41 g; an unveraindertem reinen Ausgangsprodukt 
wurden 1,09 g wiedergewonnen. Schmelzpunkte und typische Reak- 
tionen bestitigten die friiheren Befunde. 

3. 300g Starkesirup, entsprechend etwa 250g Zucker, wurden 
mit 2500cem H,O verdiinnt, mit 250g Brennereihefe zur Garung 
gebracht und langsam mit einer Lésung von 10g m-Dinitrobenzol 
in 100 ccm absolutem Alkohol vermengt. Nach 2 Tagen wurden weitere 
50g Sirup nebst 200 ccm Wasser sowie 50g Hefe nachgegeben; nach 
3 Tagen wurde dann das Gargut so aufgearbeitet, wie unter Nr. 2 
beschrieben ist. Die Ausbeuten waren kleiner als bei den vorherigen 
Ansitzen, was wohl auf die geringere Eignung des benutzten Starke- 
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sirups zuriickzufiihren ist. An m-Nitranilin konnten 0,63 g und am 


Azoxykérper 0,42 g abgeschieden werden. 

m-Nitranilin: 
0,1751 g Substanz : 30,6cem N (20°, 747mm, KOH = 50%). 
C,H,N,O,. Ber. N = 20,29%; gef. N = 20,02 %. 
m-Dinitro-azoxy-benzol : 
0,0500 g Substanz : 0,0907 g CO, und 0,0152 g H,0. 
C,,H,,N,0O;. Ber. C = 49,95%, H = 2,78%; 

gef. C = 49,47%, H = 3,37%. 


4. SchlieBlich sei noch eines Versuches Erwaihnung getan, der 


feststellen sollte, ob das m-Nitranilin bereits nach wenigen Stunden 
im Gargute anwesend ist. 

50 g Zucker waren mit 500 ccm Wasser, 50 g Oberhefe und 2 g m- 
Dinitrobenzol (letztere in 20ccm Sprit) zusammengebracht. Nach 
4 Stunden wurden von der Giarfliissigkeit 50 ccm abfiltriert und aus- 
geathert. Der Ather wurde im Kohlensaurestrom fast véllig verjagt 
und der Riickstand in einem Schalchen im Vakuumexsikkator ein- 
gedunstet. Ein aus den hinterbliebenen Kristallen mit kalter Salz- 
siure bereiteter und schnell filtrierter Auszug lieferte mit Ammoniak 
sofort einen Niederschlag von m-Nitranilin, das bei 110° schmolz. 
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